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FDA : Food and Drug Administration 
FDLA : 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-leucineamide 
FgF5 : fibroblast growth factor 5 gene 
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HMBC :  heteronuclear multiple bond coherence 
HMQC :  heteronuclear multiple quantum correlation 
HPLC : high performance liquid chromatography 
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IR : infrared spectroscopy 
  
LIF : leukemia inhibitory factor 
LC : liquid chromatography 
Klf4 : Kruppel-like factor 4 gene 
MDR1 : multiple drug resistance 1 
Me : methyl 
MEF : mouse embryonic fibroblasts 
mmu : milli mass unit 
MS : mass spectrometry 
MTPA : α-methoxy-α-(trifluoromethyl)phenylacetyl 
NMR : nuclear magnetic resonace 
NOESY : nuclear Overhauser effect spectroscopy 
OD : optical density 
ODS : octadecylsilyl 
ORTEP : Oak Ridge thermal ellipsoid plot 
Pla : phenyllactic acid 
Pra : propionic acid 
rRNA : ribosomal ribonucleic acid 
Sox17 : (sex determining region Y)-box 17 gene 
sp. : species 
T : Brachyury gene 
Thr : threonine 
TLC : thin-layer chromatography 
UV : ultraviolet 
Zfp42 : zinc finger protein 42 gene 
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第 1 章 序論 
 
1.1. 研究背景 
1.1.1. 天然物化学 
 天然物化学の歴史は植物から始まり, 植物や微生物から抽出された天然化合物は, 医
薬品の開発において重要な役割を担ってきた。現在ではがん治療での鎮痛剤として用い
られるmorphineは, 1805年にケシ科植物Papaver somniferumより単離され, 1926年に天然
化合物として初めて臨床応用が認められた1。さらに, 抗マラリア薬のquinine2, 強心剤の
digitoxin
3
, 抗がん剤のvinblastine4, paclitaxel5などが天然由来の医薬品として利用されて
いる (Figure 1.1)。 
 
Morphine 
(Analgesic) 
Quinine 
(Antimalarial activity) 
Digitoxin 
(Na
+
/K
+
ATPase inhibitor) 
Vinblastine 
(Anti-cancer) 
Paclitaxel 
(Anti-cancer) 
Figure 1.1. 植物由来天然化合物 
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 1819年にセイヨウシロヤナギSalix albaより発見されたsalicinは, 解熱鎮痛作用を有
していることから創薬開発がすすめられ, 1899年に解熱鎮痛剤のAspirinが世界で初めて
合成医薬品として販売された (Figure 1.2)1。 
 
1928 年 , 感染症治療に革命をもたらしたpenicilinは , A. Fleming によってアオカビ
Penicillium notatumから発見された6。これをきっかけに微生物から様々な抗生物質が見
出されることになり , 現在では , 抗がん剤(epothilone A), コレステロール合成阻害剤
(mevastatin), ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤(romidepin), 免疫抑制剤(tacrolimus)など
が放線菌や糸状菌などから単離されている  (Figure 1.3)7-11。また , 放線菌Streptomyces 
avermectiniusが産生するavermectinを基に , 合成されたIvermectinが駆虫薬として開発さ
れた (Figure 1.4)12。自然界において生存競争を生き抜くため , 生物が生産する二次代謝
産物は特異的な生物活性を有し, 立体化学が厳密に制御された分子構造は多様であるこ
とから天然有機化合物はこれからも医薬品のリード化合物として重要な資源である。  
Salicin Aspirin 
(Antipyretic analgesic) 
Figure 1.2. 植物由来天然化合物をもとに合成された医薬品 
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Ivermectin 
(Anthelmintics) 
Ivermectin B1a 
R = CH2CH3 
Ivermectin B1b 
R = CH3 
Avermectin B1a 
R = CH2CH3 
Avermectin B1b 
R = CH3 
Avermectin 
Figure 1.4. 微生物由来天然化合物をもとに合成された医薬品 
Penicillin G 
(Antibiotics) 
(-)-Epothilone A 
(Anti-cancer) 
Streptomycine 
(Antibiotics) 
Tacrolimus (FK506) 
(Calcineurin inhibitor) 
Romidepin 
(HDAC inhibitor) 
Mevastatin 
(HMG-CoA reductase inhibitor) 
Figure 1.3. 微生物由来天然有機化合物 
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1.1.2. 海洋天然化合物 
 生命誕生の起源とされる海は, 地球表面積の約７割を占め, これまでに多くの恵みを
人類に与えてきた。陸上とは異なる環境である海には, 約221万種もの多様な生物種が生
息していると予想され, その91%は未だ発見されてないと予測されている13。一方, 海洋
生物に由来する二次代謝産物はこれまで数多く報告されており, 1960年から50年の間に
その数は24,000 以上になる14。これらの分子構造は陸上生物のそれとは異なるものが多
いため, 陸生生物由来の天然化合物とは異なった生物活性物質を求め , 多くの探索研究
がなされてきた 15。 1967年に発売されたCartapは , 海産環形動物の一種Lumbrineris 
brevicirraから単離されたnereistoxin16をもとに開発され , 動物由来の化合物をもとに創
製された最初の農薬である。1981年, カリブ海産ホヤから単離された環状デプシペプチ
ドdidemnin Bは, 免疫抑制作用や抗がん活性, 抗菌活性を有しており, 抗がん剤として臨
床開発研究にすすんだ初めての海洋天然化合物である17。また, 1996年に構造決定がなさ
れた渦鞭毛藻Gambierdiscus toxicux由来の海産毒素maitotoxinは, 分子量3422のポリケタ
イド化合物であり, 構造式が判明している最大の非ポリマー天然化合物である18, 19。ポリ
環状エーテルの特徴的な梯子状骨格を有し, 細胞膜上のカルシウムチャネルを活性化す
ることで, ふぐ毒として有名なtetrodotoxin20の約200倍強い毒性を示す (Figure 1.5)。 
 
5 
 
 
このように海洋生物からは , アルカロイドやペプチド, ポリケタイドなど多様な化合
群が単離されてきた。それら特徴的な分子構造から, 特異的な生物活性を有するものが
多く , 研究用試薬や薬物のリード化合物として利用されている。例えば , 海綿Tethya 
cryptaより単離されたspongothymidineおよびspongouridineの構造をもとにして開発され
たcytarabin (Ara-C)は, 1969年に抗がん剤として臨床応用が承認されている21, 22, 23。これは
海洋天然物の類縁体が医薬品として初めて承認された事例である。また , 類縁体の
vidarabine (Ara-A)が, 1976年に抗ウイルス剤として認証された。これらはいずれも細胞内
ヌクレオチドと競合し , DNAポリメラーゼを阻害することでDNA合成を抑制し , 抗が
ん・抗ウイルス活性を示すことが知られている (Figure 1.6)24。 
Nereistoxin 
(Agrichemical) 
Maitotoxin 
(Ca
2+
 channel activator) 
Tetrodotoxin 
(Na
+
 channel blocker) 
Figure 1.5. 海洋生物由来の天然化合物 
Didemnin B 
(Anti-cancer) 
6 
 
 
 
Ecteinascidin-743, 別名をtrabectedin, はカリブ海産ホヤEcteinascidia turbinateより単離
されたテトラヒドロイソキノリンアルカロイドである25。また, 広範囲の腫瘍タイプに強
力な細胞毒性を示し, その作用機序はいまだ明らかになっていないが, DNAと共有結合
を形成し , ヌクレオチド除去修復機構を阻害することが知られている 26 。
Ecteinascidin-743はMDR1遺伝子の発現を阻害し , P糖たんぱく質の合成を抑制すること
でがん細胞の薬物感受性を維持する27。現在, 卵嚢がん治療薬として承認されている。  
 
Figure 1.7. Ecteinascidin-743 の構造 
Ecteinascidin-743 
Spongothmidine Spongouridine 
Cytarabine (Ara-C) Vidarabine (Ara-A) 
Figure 1.6. Spongothymidine およびその類縁体の構造 
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Halichondrin Bは, ポリエーテルマクロライドとして海綿Halichondria okadaiより1986
年に単離された28。L1210マウス白血病細胞に対してIC50値が0.3 nMと強力な細胞毒性を
示し, チューブリン重合を阻害することによってSACチェックポイントで細胞周期を停
止し , 細胞分裂を阻害する。エーザイにより開発された抗がん剤Eriblinは , この
halichondrin Bの部分構造を有しており29, 日本では手術不能または再発性乳がんの治療
に利用されている。 
 
Halicondrin B 
Eribulin 
Figure 1.8. Halicondrin B および Eribulin の構造 
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食魚性のイモ貝Conus magusより単離されたziconotide (ω-conotoxin)は, 世界で初めて
天然化合物そのままの構造で承認された海洋天然化合物である30。モルヒネの1000倍も
強い鎮痛作用を有していることから, 他の治療法が効かない重度疼痛に用いられている。
イモ貝はこのconotoxinを魚に注入することで麻痺させ, 動けなくなったところを丸のみ
にする。Ziconotideによる神経系のシグナル伝達が阻害されるのは , N 型電位依存性Ca2+
チャネルを遮蔽することに起因している31。 
 
現在, 世界中で少なくとも13種類の海洋天然物由来の化合物が臨床試験段階にあり , 9
種類の化合物が薬物として使用されている32。これら化合物のうち約80%は, 海綿動物や
ホヤなど海洋無脊椎動物を起源とする。一方, これらの二次代謝産物の80%以上が無脊
椎動物に共生する微生物によって生産されると考えられている33。 
 
1.1.3. 新規天然化合物の探索研究における課題  
 以上のように, 海洋生物を由来とする二次代謝産物の中には , 医薬品として臨床現場
で実際に応用されている化合物がある。これらの事実は, 薬物資源として天然化合物の
高いポテンシャルを示しているものの, その数はこれまでに報告された海洋天然化合物
の総数のうちごく僅かにとどまっている。その理由の1つとして, 長年の精力的な探索研
Figure 1.9. Ziconotide の構造 
Ziconotide 
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究の結果, 生物資源から新規骨格を含む生理活性分子を発見することが困難になってい
る問題があげられる。薬物資源の多様性を求めたコンビナトリアル合成による資源創製
は, 薬物資源の量的な類縁体拡大には効果的であったが, 質的拡大, すなわち骨格新規
な化合物を創出する面では課題を残している34。もう1つの理由は, 天然化合物の量的供
給が安定しない問題があげられる。一般に, 薬物の臨床試験には最低kg単位の化合物が
必要とされ, 臨床応用には化合物の安定的な供給が必須となる。これまでに臨床応用あ
るいは臨床開発に至った海洋天然物は, 合成もしくは生産生物の培養によって供給され
てきた35, 36。しかしながら, 海洋天然化合物の構造は複雑なものが多く全合成が困難なこ
とや, 生産微生物のほとんどは難培養性であることから , 合成や培養による大量供給は
依然として容易ではない。また, 海洋天然資源にも限りがあるため, 海洋生物から化合
物を安定供給する方法は確立されていないのが現状である。そこで, 海綿に含まれる二
次代謝産物の真の生産者である難培養性の共生微生物を培養して化合物を取り出すこと
ができれば, 医薬品探索源としての可能性は大きく広がるため , 共生微生物の培養法確
立が急務である。 
 
1.2. 研究目的 
 本研究では, これまで述べた背景をもとに, 海洋無脊椎動物から新規天然化合物の探
索を行うとともに, 海綿内共生微生物の培養法を開発することを目的とした。 
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第 2 章 Cinanthrenol A に関する研究 
 
2.1. 研究背景 
 天然化合物の探索研究において, 既知化合物に行きついてしまうことを回避するには, 
従来にない新しい生物活性を指標とするか, 未開拓な生物資源から探索する戦略が有効
と考えられる。本研究では, 後者の戦略に注目し, アクセスが難しく未開拓な深海生物
を探索源とした。これまで単離報告された海洋天然化合物のうち , 深海 (50 m以深)から
発見されたものは2%にとどまる37。これら深海性の生物は極限環境に適応していること
から, ユニークな構造を有する二次代謝産物を生産していると期待される 38。実際, 抗が
ん剤として期待されたdiscodermolide39は水深147 mで採集された海綿Discodermia sp.か
ら見出されており, calyculins40やhalichondrins41などの生物活性物質についても80 m以深
で採集された海綿からの単離報告例がある。通常, 深海性生物を採集するには, 鉄製の
枠を備えたドレッジやトローリング42が用いられる。この採集過程において, 生物サンプ
ルが破砕された小断片や, 分類が困難なほど小さいサイズの生物個体が大量に獲れる。
従来行っていた研究では, ドレッジによる破砕を免れ分類可能なサイズを保った海洋生
物を探索源として有用物質の探索を行い, 採集サンプル全体の多くを占める分類不可能
なサンプル群は廃棄してきた。そこで, 深海生物から新規の天然化合物を発見すること
を目的として, 従来は廃棄対象であった分類不可能なサンプル小断片の混合物に着目し, 
有効利用することで, これまで試されなかった探索方法を試みることとした。 
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2.2. 実験 
2.2.1. 深海生物のドレッジ採集 
鹿児島県沖海底火山大島新曽根で , ドレッジにより深海生物の採集を行った  (水深
140-160 m, 28.52.99N;129.33.05E)。分類された 39 種類の海洋生物と, 分類不可能なサン
プル小片混合物 6.5 kg を得た。 
 
2.2.2. Cinanthrenol A の単離と精製 
 Cinanthrenol A の精製法を Figure 2.1 に示す。細胞毒性を指標にして, 採集したドレッ
ジサンプル小片混合物 (6.5 kg)のメタノール抽出物を, クロロホルムと水を用いて液液
分配し, さらに有機層をブタノールと水で分画した。ブタノール層とクロロホルム層を
合一した後, Kupchan分画 43にふし, ヘキサン層, クロロホルム層, 60%メタノール層を得
た。クロロホルム層を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィー, シリカゲルカラムク
ロマトグラフィーで分画し, 最終的に 2 回の分取 HPLC (カラム 1；COSMOSIL 5C18-ARII, 
溶出液；60%メタノール, カラム 2；Phenomenex PHENYL-HEXYL, 溶出液；65%メタノ
ール)により精製し, cinanthrenol A を 2.2 mg 得た (収率 3.4×10-5%, yield based on wet 
weight)。 
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Figure 2.1. cinanthrenol A の単離スキーム 
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2.2.3. Cinanthrenol A の構造解析 
Cinanthrenol A は, 旋光度[α]D -11.6 (c 0.16, MeOH)を示す茶色粉末として得られた。そ
の分子式は, 高分解能 ESIMS測定値 ([M－H]－ m/z 289.1235, calcd for C20H17O2 289.1229, 
Δ +0.6 mmu)により, 不飽和度が 12 ある C20H18O2と決定された。赤外分光スペクトルに
おいて, cinanthrenol A は 3392 cm-1付近に極大吸収を有しており, 分子内にヒドロキシ基
が存在することが示唆された。紫外吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルにおいては , 
最大吸収波長が 270 nm, 最大蛍光波長が 380 nm付近に観測されたことから, フェナント
レン骨格の存在が示唆された 44。 
Cinanthrenol A の重ピリジン中における各種 NMR スペクトルを Table 1 に示す。1H 
NMR スペクトルでは, 16 のシグナルが観測された。HMQC スペクトルデータと合わせて
解析したところ, これらは―CH3 × 1 (δH 1.33), ―CH―O― × 1 (δH 4.92), ―CH＝ × 
7 (δH 7.01, 7.55, 7.68, 7.87, 7.97, 8.59, 8.68), ―CH― × 1 (δH 1.40), ジェミナル非等価な 2
組の CH2プロトン (δH 1.19, 1.50, 3.65, 3.91), および 2H分の交換性プロトンシグナル (δH 
6.49, 12.04)に分類できた。また, 本化合物の重ピリジン中における 13C NMR スペクトル
では, 高分解能 MSで推定された分子式と矛盾しない全部で 20本のシグナルが観測され
た。これらのシグナルは, HMQC スペクトルの解析によって―CH3 × 1 (δC 14.4), ―CH2
― × 2 (δC 19.6, 41.3), ―CH― × 1 (δC 22.0), ―CH―O― × 1 (δC 71.8),  C  × 1 
(δC 38.5), ―CH＝ × 7 (δC 107.5, 117.8, 117.9, 120.4, 122.8, 127.6, 130.8), ―C= × 6 (δC 
120.8, 128.6, 129.3, 133.5, 137.1, 146.0), =C―O― × 1 (δC 158.2)と帰属した。ここまでで
分子式から求められる不飽和度 12のうち 7つを消化することから, 本化合物は 5つの環
構造を有していると示唆された。  
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Table 1. 
1
H and 
13
C NMR data of cinanthrenenol A in pyridine-d5 
position δH mult. (J in Hz) δC COSY HMBC NOESY 
1 8.59 d (2.25) 107.5  H-3 C-2, C-3, C-5, C-9 H-11 
2  158.2     
2-OH 12.04 s     
3 7.55 dd (8.5, 2.25) 117.8  H-4, H-1 C-1, C-5 H-4 
4 7.97 d (8.6) 130.8  H-3 C-1, C-2, C-6, C-10 H-3, H-6 
5  125.8     
6 7.87 d (8.85) 127.6  H-7 C-5, C-7, C-8, C-10 H-4, H-7 
7 7.68 d (8.85) 120.4  H-6 C-5, C-6, C-8, C-9, C-14 H-6, H-15α 
8  129.3     
9  128.6     
10  133.5     
11 8.68 d (8.6) 122.8  H-12 C-8, C-10, C-13 H-1, H-12 
12 7.01 d (8.6) 117.9  H-11 C-9, C-11, C-14, C-17 H-11, H-18b, H-19 
13  146.0     
14  137.1     
15α 3.91 dd (16.6, 7.6) 41.3  H-15β, H-16 C-13, C-14, C-16, C-17 H-7, H-15β, H-16 
15β 3.65 dd (16.6, 4.2)  H-15α, H-16 C-13, C-14, C-16, C-17 H-15α 
16 4.92 dd (7.6, 4.2) 71.8  H-15α, H-15β   
16-OH 6.49 d (5.8)     
17  38.5     
18a 1.50 dd (5.9, 5.0) 19.6 H-18b, H-20 C-13, C-16, C-17, C-19, C-20 H-18b, H-19 
18b 1.19 dd (9.0, 5.0)  H-18a, H-19 C-13, C-17, C-20 H-12, H-18a, H-19 
19 1.40 dd (9.0, 5.9) 22.0  H-18b  H-12, H-18b 
20 1.33 s 14.4  H-18a, H-18b C-17, C-18, C-19 H-16, H-18a, H-18b 
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Figure 2.2. Cinanthrenol A の COSY および HMBC 相関 
つづいて, cinanthrenol A の COSY スペクトルを解析したところ, 5 つのスピン系 A～E
が導きだされた。これらのスピン系は, 以下のように HMBC 相関をもとにつなぎ合わせ
た。 
平面構造を Figure 2.2 に示す HMBC 相関が, H-1 から C-5 と C-9, H-3 から C-5, H-4 か
ら C-6と C-10, H-6から C-8と C-10, H-7から C-5, H-11から C-8, C-10, C-13, そして H-12
から C-9と C-14で観測されたことから, スピン系 A, B, Cは 4つの 4級炭素 C-5, C-8, C-9, 
C-10 を介して繋がったフェナントレン骨格の部分由来であると明らかになった。このこ
とは, UV 吸収波長が λmax (MeOH) 230.2, 263.2, 271.4, 311.2, 328.4, 344.2 nm であることか
らも支持された 45。一方, 残りの不飽和度は 2 となることから, さらに 2 つの環構造が存
在すると考えられた。H-15, H-18, H-20 から C-17 への HMBC 相関より, スピン系 D と E
が C-17 を介して結合しており, メチルシクロプロピルの存在が明らかとなった。また, 
H-18 から C-13, H-12 から C-17 への HMBC 相関より, C-13 と C-17 は結合していること
を明らかにし, H-15から C-13, C-14へのHMBC相関より五員環の存在が判明したことで, 
全体の不飽和度を満たすことができた。以上の結果より , cinanthrenol A の平面構造を明
らかにした (Figure 2.2)。 
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2.2.4. Cinanthrenol A の相対配置 
Cinanthrenol A に含まれる 3 つの不斉中心の相対配置は, NOESY スペクトル解析によ
り帰属した。H-12 が H-18b と H-19 の双方に NOESY 相関を示したことから, これら 3
つのプロトンはシクロプロパン系の同じ平面側に位置していることを示唆した。反対に , 
H-16と H-20の間の NMR相関から, それらの 4つのプロトンはシクロプロパン環の反対
側に位置していた。H-12 と H-20 の NOESY 相関が認められないことを併せて考えると, 
cinanthrenol A の相対配置は 16S*,17S*,19S*と帰属した (Figure 2.3)。 
 
  
Figure 2.3. Cinanthrenol A の NOESY 相関 
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Figure 2.4. Cinanthrenol A の S-/R-MTPA エステル体のプロトンシフト値差 
2.2.5. Cinanthrenol A の絶対配置 
 本化合物の絶対配置は改良 Mosher 法 46, 47により決定することができた。R-(−)- およ
び S-(+)-MTPA chlorides を用いた cinanthrenol A のエステル化反応により, cinanthrenol A
の S- および R-MTPA をそれぞれ誘導した。これらエステル体から得られるプロトンシ
グナルのシフト値差を分析することで, C-16 の絶対配置は S 体と決定した。よって, 本
化合物の絶対配置は 16S,17S,19S と決定した (Figure 2.4)。 
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2.2.6. Cinanthrenol A を含む海洋生物の同定 
本化合物を含む海洋生物を同定するため, シナントレン骨格に特徴的な蛍光波長 (ex 
270, em 380 nm)を用いることとした。同じドレッジ採集で分類された 39 種のサンプルの
抽出物について , 蛍光検出による HPLC 分析を行ったところ , 海綿 Cinachyrella sp. 
(Figure 2.5)の抽出物についてのみ, 本化合物と同じ保持時間を有するピークが確認され
た。 
そこで, 海綿 Cinachyrella sp. (90 g, wet weight)から cinanthrenol A の探索を試みること
とした。精製スキームを Figure 2.6 に示す。本海綿のメタノール抽出物を, クロロホルム
と水により液液分配し, 得られたクロロホルム画分を ODSフラッシュカラムクロマトグ
ラフィーに付した。最終的に 2 回の分取 HPLC (カラム 1；COSMOSIL 5C18-ARII, 溶出液；
65%メタノール, カラム 2；Phenomenex PHENYL-HEXYL, 溶出液；65%メタノール)によ
り精製し, 画分 32-2 を 400 μg 得た。得られた画分 32-2 と cinanthrenol A の MS および
NMRスペクトルを比較したところ, 本化合物を含有する海洋生物は海綿 Cinachyrella sp.
と判明した。 
Figure 2.5. 海綿 Cinachyrella sp. 
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2.2.7 Cinanthrenol A の毒性試験結果 
Cinanthrenol A は, ヒト子宮頚部腫瘍細胞株 HeLa 細胞に対し 4.5 μg/m, マウス白血病
細胞株 P-388 細胞に対し 0.4 μg/mL の毒性を示した。 
 
 
  
Figure 2.6. 海綿 Cinachyrella sp.からの精製スキーム 
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2.3. 結言 
 Cinanthrenol A は芳香環化されたステロイド構造をとり , フェナントレン骨格と
spiro[2,4]heptane を 含 む 。 ウ ミ ヤ ツ メ か ら 2013 年 に 単 離 報 告 さ れ た
hexahydro-phenanthrene sulfate である petromyzonin48は天然由来のフェナントレン誘導体
としては植物成分として報告例があるのみであり 49-51, 本化合物は, フェナントレン骨
格を有するはじめての海洋天然化合物である。Cinanthrenol A の生合成経路は , 
parathiosteroid A
52
, もしくは sokodoside B53に似た経路をとると考えられた。Cinanthrenol 
Aはマウス白血病細胞株 P-388およびヒト子宮頚部腫瘍細胞株 HeLa細胞に対し, それぞ
れ IC50 4.5 および 0.4 µg/mL の毒性を示した。 
 本研究では, 通常の探索方法とは異なり, 化合物を精製してから含有生物を同定する
逆探索的ともいえる手法をとった。もし, 通常の方法で分類した海綿から cinanthrenol A
を探索していたら, 本化合物は 400 µg しか単離できていないことから, 構造決定は不可
能であったと考えられることから, 新規化合物探索における本手法の有効性を実証でき
たと考える。 
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第 3 章 Dolabellol A に関する研究 
 
3.1. 研究背景 
 大型海洋軟体動物タツナミガイ Dolabella auricularia には, dolastatin 類と総称される細
胞毒性ペプチド群が含まれていることが知られている。このうち 1987 年に単離された
Dolastatin 10
54のアナログ化合物は, 抗 CD30 モノクローナル抗体を結合させることによ
って, ホジキンリンパ腫および未分化大細胞型リンパ種の分子標的治療薬 brentuximab 
vedotin として FDA によって 2011 年に承認されている 55。その後, 2001 年に海洋シアノ
バクテリア Symploca sp.から Dolastatin 10が単離され, 食物に付着したシアノバクテリア
を D. auricularia が摂取することで Dolastatin 10 を蓄積することが示唆されている 56。
D. auricularia から単離された二次代謝産物の例としては , その他 somamides57, 
symplostatin
58
, dolabellanes
59-64
, microcystilide A
65
, dolastatin 13
57などがあげられ, これらの
なかでもハロゲン化ジテルペンの化学骨格は D. auricularia が摂食する大型紅藻に含ま
れる化合物に特徴的であることから , その起源が注目されている。通常 , ジテルペンの
構造決定は比較的容易であるが, ハロゲンやヒドロキシ基で複数置換された場合はそれ
らの置換基の化学シフトが似かよってくるため, MS および NMR 分析のみによる構造決
定は困難となる。今回, 新しく単離したハロゲン化ジテルペン dolabellol Aは, obtusadiol66
と共通の化学骨格を有しており, 塩素, 臭素, ヒドロキシ基によって連続的に置換され
た部位を含んでいるため, その置換基パターンと立体配置の決定には, 重水素置換実験
と, エポキシ化反応による化学変換を必要とした。さらに X 線結晶解析により絶対配置
を含めた全構造の決定を行った。  
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3.2. 実験 
3.2.1. タツナミガイ Dolabella auricuraria の採集 
 熊本県天草諸島の沿岸  (32°8’38”N, 129°58’34”E)で Dolabella auricularia (855g, wet 
weight)を採集し, すぐに冷凍した。 
 
Dolastatin 10 
Somamide A 
Somamide B 
Symplostatin 
(1S*,2E,4S*,7R*,8R*,10R*,11R*,12S*)- 
10,18-Dihydroxy-7,8-epoxy-dolabella-2-ene 
Microcystilide A 
Dolastatin 13 
Figure 3.1. Dolabella auricuraria から単離された天然化合物 
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3.2.2. Dolabellol A の単離と精製 
Dolabellol A の精製方法を Figure 3.2 に示す。細胞毒性を指標として, 冷凍された D. 
auricularia (855 g)をメタノールおよび CHCl3/MeOH/H2O (70/30/5)で抽出し, クロロホル
ムと水を用いて液液分配し, さらに有機層を Kupchan 分画 43に付し, n-ヘキサン層, クロ
ロホルム層, 60%メタノール層を得た。細胞毒性を示したクロロホルム層を ODS フラッ
シュカラムクロマトグラフィー, シリカゲルクロマトグラフィーで分画した。最終的に
4回の分取HPLCにより精製したところ, 毒性はないものの, きれいな単離ピークを示し
た画分から白色粉末の dolabellol A を 4.9 mg (収率 5.7 × 10−4 %, yield based on the wet 
weight)得た。 
Figure 3.2. Dolabellol A の単離スキーム 
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3.2.3. Dolabellol A の構造解析 
 Dolabellol A は, 旋光度[α]D +22.9 (c 0.02, MeOH)を示す白色粉末として得られた。その
分子式は, 高分解能 ESIMS 測定 ([M + H − H2O]
+
 m/z 403.1399, calcd for C20H33BrClO 
403.1398, Δ +0.1 mmu)により, C20H34BrClO2と推定された。LC-ESIMS 分析では, 相対イオ
ン強度が 3：4：1 ([M + H − H2O]
+
 at m/z 403/405/407)が認められたことから, 塩素原子と
臭素原子が 1 つずつ含まれていることがわかった。また, 赤外分光スペクトルにおいて, 
dolabellol A は, 3316 cm-1付近に極大吸収を有しており, 分子内にヒドロキシ基が存在す
ることが示唆された。 
Dolabellol A の重クロロホルム中における NMR スペクトルを Tabel 3 に示す。本スペ
クトルでは, 20 本の炭素シグナルが観測された。DEPT スペクトルデータと合わせて解析
し, その内訳は  C  × 3, ―CH― × 6, ―CH2― × 6, ―CH3 × 5であることがわ
かった。低磁場シフトした 5 つの sp3炭素原子 (δC 88.3, 86.3, 75.1, 73.0, 70.3)は, 酸素原
子もしくは臭素原子, 塩素原子のいずれかのヘテロ原子に結合した  C  が 2 つと ―
CH―が 3 つ存在することを示唆した。 
1
H NMR スペクトルには, 4 つのシングレットメチルシグナル (δH 0.82, 1.02, 1.66, 1.34)
と 3 つの低磁場シフトしたメチンシグナル (δH 3.50, 3.75, 4.25)が観測された。Dolabellol 
Aの分子式からは不飽和度が 3であることがわかるが, sp2炭素および sp炭素が存在しな
いことから, 分子内に 3 つの環構造を有していると推測された。分子に含まれるハロゲ
ン原子は 2 つで, 酸素原子は 2 つであり, 低磁場シフトして炭素原子は 5 つであること
から, 分子内にエーテル結合の存在が示唆された。これは , 波長 1021 cm-1の赤外分光ス
ペクトル吸収が観測されたことからも, その存在が支持された。COSY および HMQC ス
ペクトルをもとに, 3 つのスピン系が帰属できた (Figure 3.3)。シクロヘキサン環の 1 つ 
(ring A; C1-C6)は, H-4b/C-2, H-4b/C-6, H-16/C-2 および H-16/C-4 間の HMBC 相関から導
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いた。一方 , 二環性の 7-oxabicyclo[2.2.1]heptanes 部分  (ring B and C)は , H-13a/C-15, 
H-18/C-10,12, H-19/C-10,14, および H-20/C-10,14 間の HMBC 相関をもとに帰属できた。
この環構造は 3’,6’-epoxycycloaurapten67の 13C NMR データと比較することでも確認でき
た。H-6/C-17 と H-8a/C-10 の HMBC 相関から, これら 2 つの部分構造は C7―C9 の結合
部位を介して繋げられた。 
 
  
Figure 3.3. dolabellol A の COSY および HMBC 相関 
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Table 3. 
13
C and 
1
H NMR data of dolabellol A in CDCl3 
position δC δH mult. (J in Hz) HMBC 
1 73.0 3.50 dd (10.0, 10.0) C-2, C-6 
2 75.1 4.25 d (9.8) C-1, C-3, C-16 
3 70.3   
4a 42.6 2.04 m  
4b  2.36 ddd (13.6, 3.1, 3.1) C-2, C-3, C-6 
5a 20.1 1.20 m  
5b  1.49 m C-3 
6 47.8 1.51 m C-17 
7 32.4 2.05 m  
8a 35.5 1.12 m C-10 
8b  1.23 m  
9a 25.6 1.56 m C-15 
9b  1.75 m  
10 57.5 1.16 m C-11, C-15 
11 88.3   
12a 28.9 1.22 m  
12b  1.56 m C-14 
13a 26.9 1.56 m C-12, C-14, C-15 
13b  1.75 m  
14 86.3 3.75 d (4.9) C-10, C-11, C-12, C-20 
15 41.9   
16 25.9 1.66 s C-2, C-3, C-4 
17 14.0 0.77 d (6.8) C-6, C-7, C-8 
18 21.7 1.34 s C-10, C-11, C-12 
19 20.1 0.82 s C-10, C-14, C-15, C-20 
20 32.7 1.02 s C-10, C-14, C-15, C-19 
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3.2.4. 重水素置換実験によるヒドロキシ基の置換位置の決定 
 Ring A の C-1, C-2, C-3 に結合するヒドロキシ基, 臭素原子, 塩素原子の置換パターン
は, H―D 交換による同位体効果 68およびエポキシ化反応 69により決定した。Dolabellol A
を CDCl3 + CD3OHまたは CDCl3 + CD3ODの溶媒に溶かし, 
13
C NMRスペクトルを測定し
て 13C のケミカルシフトを比較したところ, C-1 の炭素原子に大きな差が認められたこと
から, C-1 にヒドロキシ基が結合しているとわかった  (Figure 3.4)。 
 
3.2.5. エポキシ化反応によるハロゲン原子の置換位置決定 
 臭素原子と塩素原子の置換位置は, エポキシ化反応を用いることで決定した。ハロヒ
ドリンはジエチルエーテル中 KOH 存在下で, ヒドロキシ基の酸素原子がハロゲン化炭
素に求核攻撃する結果, 脱ハロゲンを伴ってエポキシを生じる。得られたエポキシ体に
ついて ESI-MS 分析したところ, 同位体強度が 3：1, m/z 379/381 [C20H33ClO2 + K]
+のイオ
Figure 3.4. 重水素置換実験による Dolabellol A の 13C NMR のケミカルシフト値
の変化 [in ppb, ΔC = δC(H) − δC(D)]。 
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ンピークが認められたことから, 臭素原子が水酸基のついた C-1 の隣の C-2 炭素原子に
結合していたことが明らかになった。以上の結果から, dolabellol A の平面構造を, Figure 
3.5 のように決定できた。 
 
3.2.6. Dolabellol A の相対配置 
Dolabellol A の NOESY 相関を分析することで, 各環状部分の相対配置については決定
できた。しかしながら, 2 つの環状部分の相対配置を関連付けることができないため , 化
合物全体の相対配置を決定するには至らなかった  (Figure 3.6)。 
 
Figure 3.6. Dolabellol A の NOESY 相関および相対配置 
Figure 3.5. Dolabellol A の平面構造 
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3.2.7. Dolabellol A の X 線結晶構造解析 
Dolabellol A の絶対配置を含めた全体構造を明らかにするため , 本化合物の結晶化を
試みた。まず本化合物を MeOH に溶解して-30°C まで冷却し, 直後に減圧濃縮したとこ
ろ, dolabello A の結晶が析出した。この結晶について, X 線結晶構造解析を行ったところ, 
本化合物の置換基パターンを確認できたとともに, 絶対配置も決定できた 70, 71。すなわ
ち, X線結晶構造解析は Cu Kα放射線を用いて行われ, 臭素と塩素の異常散乱 72によって, 
本化合物の絶対配置を 1R,2R,3S,6R,7S,10S,11S,14R と決定することができた  (Flack 
parameter of 0.08 ± 0.02, Figure 3.7)。 
 
3.2.8. Dolabellol A の毒性試験結果 
Dolabellol A は, ヒト子宮頚部腫瘍細胞株 HeLa 細胞およびマウス白血病細胞株 P-388
細胞に対し, 10 μg/mL 以下で毒性を示さなかった。 
 
Figure 3.7. Dolabellol A の結晶構造の ORTEP 図 
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3.3. 考察 
 Dolabellol A は , obtusadiol, rogioldiol A73, laurenditerpenol74 および 14-bromoobtus 
-1-ene-3,11-diol
75らと構造的類似性があることから, その起源は D. auricuraria が摂食し
ている紅藻に由来すると考えられた。  
 
3.4. 結言 
 以上本章についてまとめる。新規ハロゲン化ジテルペン dolabellol A を単離し, その構
造を分光学的手法, ハロヒドリンのエポキシ化反応および X 線結晶構造解析により決定
した(Figrure 3.9)。 
Figure 3.8. Dolabellol A の構造と類似性のある化合物 
Dolabellol A 
Obtusadiol 
Rogioldiol A 
Laurenditerpenol 1,4-bromoobtus-1-ene-3,11-diol 
Figure 3.9. Dolabellol A の構造 
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第 4 章 Sameuramide A に関する研究 
 
4.1. 研究背景 
哺乳類の受精卵は, 細胞分裂を始めて 4～5 日後に胚盤胞へと成長する。胚盤胞は , 内
部細胞塊とトロホブラスト (栄養外胚葉)と呼ばれる 2 つの細胞集団で構成されている。
1981 年, Evans および Kaufmann と Martin によって, マウスの内部細胞塊から多能性を持
つ細胞がはじめて in vitro で培養され, マウス ES 細胞 (胚性幹細胞)が樹立された 76, 77。
1998 年には, 人工授精の余剰胚からヒト ES 細胞を培養し, 未分化の状態で維持するこ
とが可能となった 78。ES 細胞の大きな特徴は, 未分化のまま増殖できる自己複製能と成
体の全ての細胞に分化可能な幅広い分化能である 79。通常, この幹細胞性を維持するた
めには, 白血病抑制因子 leukemia inhibitory factor (LIF)80, 81を添加し, マウス胎仔線維芽
細胞 mouse embryonic fibroblast (MEF)82をフィーダー細胞として培養することが望まし
い。ES 細胞の形態的特徴としては, ドーム状のコロニーを形成することがよく知られて
いるが, その意義については未だよくわかっていない。もし, ES 細胞のコロニー形成能
を維持する低分子化合物を見つけることができれば , ES 細胞をより深く理解するための
バイオプローブとなりうる。そこで本研究では, ES 細胞のコロニーを維持する低分子化
合物を探索することを目的とした。  
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4.2. 実験結果 
4.2.1. スクリーニング 
 マウス ES (mES)細胞のコロニー形成を評価するスクリーニングについて説明する。ゼ
ラチンコートデッシュ上, LIF 存在下で培養した ES 細胞から LIF を除き, サンプル溶液
を添加した。さらに 4 日間培養した後, 顕微鏡で ES 細胞がコロニーを維持しているかど
うかを評価した (Figure 4.1)。海洋生物 750 サンプルをメタノールで抽出し, 水とクロロ
ホルムにより液液分配し調製したスクリーニングサンプル 1500 検体についてコロニー
形態を評価したところ, ウスボヤ(Didemnid)科ホヤ T07403 の抽出物に活性が認められた。 
 
 
4.2.2. ウスボヤ (Didemnid)科ホヤの採集 
 宮城県牡鹿半島の鮫浦湾 (38.37.14 N 141.50.63 E)で, スキューバダイビングにより手
でウスボヤ (Didemnid)科ホヤを 27 g 採集した。 
 
 
分化細胞 コロニー形成 
Figure 4.1. 分化細胞とマウス ES 細胞のコロニー形成の顕微鏡写真  
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4.2.3. Sameuramide A の単離と精製 
 Sameuramide A の精製法を Figure 4.3 に示す。ウスボヤ(Didemnid)科ホヤ 27 g のメタ
ノール抽出物を水とクロロホルムで二層分配した。活性が認められた水溶性画分を , ODS
カラム(φ 1.2 × 15 cm)を用いて, 20, 50, 70%メタノール, 70, 85%アセトニトリル, メタノ
ール, CHCl3/MeOH/H2O (60:40:10)を溶出溶媒として分画した。さらに, 70%アセトニトリ
ル画分を, 2 回の分取 HPLC (カラム 1；COSMOSIL 5C18-ARII, 溶出液；グラジエント
50-100% MeCN, カラム 2；COSMOSIL 5C18-ARII, 80% MeOH)に付し, 黄色の粉末固体と
して, sameuramide A を 2.3 mg 単離した (収率 8.5 × 10-3% yield based on the wet weight)。 
 
 
 
 
Figure 4.2. 鮫浦湾で採集したウスボヤ(Didemnid)科ホヤ 
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4.2.4. Sameuramide A の構造解析 
 Sameuramide A の分子式は, 高分解能 ESIMS 測定値 ([M + H]+ m/z 1016.5558, calcd for 
C50H77N7O15 1016.5550, Δ +0.8 mmu)により, C50H77N7O15と決定された。sameuramide A に
ついて赤外分光スペクトル分析したところ, 1640, 1749, 3326, 3640 cm-1付近に極大吸収
を有しており, 分子内にアミド, エステル, アミン, ヒドロキシ基の存在が示唆された。 
 Sameuramide A の重アセトニトリル中における NMR スペクトルを Table 4 に示す。プ
ロトン NMR スペクトルでは , 以下のようにペプチドに特徴的なシグナルが観測され
た ： 4 つの NH ダブレット (δH 6.75, 7.27, 7.41, 8.34), 3 つの N-メチルシングレット (δH 
2.63, 2.82, 3.20), 7 つの α-プロトンマルチプレット (δH 4.06 – 5.35), およびオーバーラッ
プしたメチルダブレットとメチルトリプレット (δH 0.74 – 1.63)。
13
C NMR スペクトルを
分析したところ, 特徴的な 10 個のエステル/アミドタイプのカルボニル炭素 (δC 167.5 – 
175.9), 5 つの酸素原子に結合した sp3炭素 (δC 72.2, 73.2, 78.1, 78.6, 79.0), 1 つの sp
3炭素 
(δC 57.4)および末端の 1 置換ベンゼン環に特徴的な 4 つの炭素シグナル (δC 127.7, 129.2 
× 2, 130.7 × 2, 137.5)が認められた。次に HMBC 相関を分析したところ, N-メチルプロ
Figure 4.3. Sameuramide A の単離スキーム 
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トンH3-22, H3-29, H3-40からそれぞれ α-炭素C-20, C-27, C-37への 3結合を介したHMBC
相関が認められた。これら 3 つの N-メチルアミノ酸は, HMQC および COSY, HMBC スペ
クトルの解析から , N-methyl alanine (N-Me-Ala) 1 残基 , N-methyl dehydroalanine 
(N-Me-Dha) 1 残基, および N,O-dimethyl threonine (N,O-Me2-Thr) 1 残基と決定できた。さ
らに, HMQCおよび COSY, HMBCスペクトルを詳細に解析した結果, alanine (Ala) 1残基,  
β-hydroxyleucines (β-Hleu-1, β-Hleu-2, β-Hleu-3) 3 残基, および 2 つのプロピオニル基 
(Pra-1, Pra-2)を同定できた。 
 
Table 4. NMR Spectral Data for Sameuramide A in CDCl3 (600 MHz) 
unit position H, mult. (J, Hz) C COSY HMBC 
 Pra-1 1, CO 
 
175.9 
  
 
2 2.48, q (7.6)  29.4 H-3 C-1, C-3 
 
3 1.15, t (7.6)  10.8 H-2 C-1 
 -HLeu-1 4, CO 
 
170.1 
  
 
 5.14, dd (1.9, 10.0)  51.3 NH-5, H-6 C-1, C-4 
 
 5.08, dd (1.9, 9.9)  78.6 H-5, H-7 C-36 
 
 1.82, m  29.9 H-6, H-9, H-8 C-6 
 
 0.81, d (6.8)  19.4  H-7 C-6, C-7, C-9 
 
 0.93, d (6.7)  19.1  H-7 C-6, C-7, C-8 
 
NH 7.41, d (10.1) 
 
H-5 C-1 
 Pla 10, CO 
 
169.0 
  
 
11,  5.30, dd (3.5, 9.3)  72.2 H-12 C-13 
 
12,  2.81, dd (9.3, 14.9)  37.3 H-11 C-10, C-11, C-13, C-14, C-18 
  
3.10, dd (3.5, 14.9) 
  
C-13, C-14, C-18 
 
13 
 
137.5 
  
 
14/18 7.28, m 130.7 H-15/17 C-12, C-15/17, C-16 
 
15/17 7.26, m 129.2 H-14/18, H-16, H-17/15 C-17/15 
 
16 7.21, m 127.7 H-15, H-17 C-14, C-18 
 N-Me-Dha 19, CO 
 
164.7 
  
 

 
146.7 
  
 
 5.17, d (2.2) 107.5 
 
C-19, C-20 
 
5.26, d (2.2) 
  
C-19, C-20 
 
22, NMe 3.20, s  37.0 
 
C-10, C-20 
 Ala 23, CO 
 
173.5 
  
 
 4.83, m  46.1 NH-24, H-25 C-19, C-23, C-25 
 
 1.28, d (6.5)  18.4 H-24 C-23, C-24 
 
NH 8.34, d (9.2) 
 
H-24 C-19 
 N-Me-Ala 26, CO 
 
171.2 
  
 
 4.65, q (6.9)  57.4 H-28 C-23, C-26, C-28, C-29 
 
 1.37, d (6.9)  14.1 H-27 C-26, C-27 
 
29, NMe 2.82, s  32.2 
 
C-23, C-27 
 -HLeu-2 30, CO 
 
172.6 
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 5.36, d (9.9)  47.7 NH-31 C-26, C-30, C-33 
 
 5.25, d (9.8)  78.1 H-33 C-30, C-34, C-35, C-42 
 
 1.74, m  31.4 H-32, H-35, H-34 
 
 
 0.74, d (6.6)  18.5 H-33 C-32, C-33, C-35 
 
 1.03, d (6.7)  19.6 H-33 C-32, C-33, C-34 
 
NH 6.75, d (9.9) 
 
H-31 C-26 
 
N,O-Me2-Thr 
36, CO 
 
167.5 
  
 
 4.06, d (9.9)  65.5 H-38 C-30, C-36, C-38, C-39, C-40 
 
 3.75, m  73.2 H-37, H-39 C-37, C-41 
 
 1.14, d (6.0)  16.7 H-38 C-37, C-38 
 
40, NMe 2.63, s  29.5 
 
C-30, C-37 
 
41, OMe 3.35, s  57.4 
 
C-38 
 -HLeu-3 42, CO 
 
171.4 
  
 
 4.36, dd (2.0, 7.8)  57.9 NH-43, H-44 C-42 
 
 3.57, m  79.0 H-43, OH-44, H-45 
 
 
 1.93, m  31.0 H-44, H-46, H-47 
 
 
 0.84, d (6.8)  18.7 H-45 C-44, C-45, C-47 
 
 1.16, d (6.6)  20.8 H-45 C-44, C-45, C-46 
 
NH 7.27, d (7.8) 
 
H-43 C-48 
 
OH 6.91, d (4.4) 
 
H-44 C-45 
 Pra-2 48, CO 
 
175.6 
  
 
49 2.47, q (7.6)  29.2 H-50 C-48, C-50 
 
50 1.10, t (7.6)  10.3 H-49 C-48 
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 HMBC スペクトルでは, N-Me-Dha のメチリデンプロトン (δH 5.17, 5.26)から α-炭素 
(δC 146.7), カルボニル炭素 (δC 164.7)への相関が認められた。また, N,O-Me2-Thr の N,O-
ジメチル部位は, HMBC 相関 (α-CH/NMe および β-CH/OMe)と β-C (δC 73.2)および OMe 
(δC 57.4)のケミカルシフトによって明らかになった。3 残基の β-hydroxyleucine のなかで, 
β-Hleu-3 のみヒドロキシ基 ―OH を含むことが, ヒドロキシプロトン (δH 6.91)の存在に
よって確認され, 他の 2 残基の β-Hleu についてはヒドロキシ基のプロトンシグナルが見
られなかったため, これらはいずれもエステル結合を形成していると考えられた。なお, 
β-Hleu-2 においては, α-炭素と β-炭素のつながりは HMBC 相関 (α-H/γ-C, β-H/CO)により
決定できたが, COSY スペクトルにおいては, α-プロトンと β-プロトン間の相関は認めら
れず, α-CH 結合と β-CH 結合の二面角が 90°であることを示唆した。HMQC および COSY
スペクトルからは, 酸素原子が結合したメチンダブレット (H-11, δH 5.30)がメチンダブ
ルダブレット (H2-12, δH 2.81, 3.10)と相関したスピン系が明らかとなった。また, メチレ
ンプロトンシグナル (H2-12, δH 2.81, 3.10)から, 非プロトン sp
2
-炭素 (C-13, δC 137.5)およ
び sp2-メチン炭素 (C-14/18, δC 130.7)へのHMBC相関が認められたことから, 末端にベン
ゼン環が結合した炭化水素鎖であることが判明した。最終的に , H2-12 ダブルダブレット
から C-10 カルボニル炭素  (δC 169.0)への HMBC 相関から , ヒドロキシ酸である
phenyllactic acid (Pla)と決定した (Figure 4.4)。 
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 HMBC 相関を解析することで, 7 つのアミノ酸, 1 つのヒドロキシ酸, 2 つのプロピオン
酸は , 3 つの大きなフラグメント；Pra-1–β-Hleu-1 (fragment 1), Pla–Dha–Ala–N-Me- 
Ala–β-HLeu-2–N,O-Me2-Thr (fragment 2), および Pra-2–β-Hleu-3 (fragment 3) に集約でき
た。これら 3 つ fragments は N-メチル, アミド, α-プロトンのいずれかから隣接した塩基
のカルボニル炭素への HMBC 相関により構築した（Figure 4.5）。 
 
Figure 4.4. Sameuramide A のそれぞれの塩基構造 
Pra-1 β-Hleu-1 β-Hleu-3 
β-Hleu-2 
Pra-2 
N,O-Me2-Thr Pla 
N-Me-Dha Ala N-Me-Ala 
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 β-Hleu-2/β-Hleu-3 と β-Hleu-1/N,O-Me2-Thr の間のエステル結合は, それぞれ β-Hleu-2
の β-H (H-32, δH 5.25)から β-Hleu-3 のカルボニル炭素 (C-42, δC 171.4), および β-Hleu-1
の β-H (H-6, δH 5.08)から N,O-Me2-Thr のカルボニル炭素 (C-36, δC 168.5)への HMBC 相関
より決定した。最終的に残った fragment 1 と fragment 2 との結合は, 分子式より考慮し
て, Pla のヒドロキシ基と β-Hleu-1 のカルボニル基でエステル結合によりつなげた。以上
より, sameuramide A の平面構造を明らかにした (Figure 4.6)。 
Figure 4.5. Sameuramide A の Key 2D NMR 相関 
fragment 2 
fragment 1 fragment 3 
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4.2.5. Sameuramide A の絶対配置 
 Sameuramide A に含まれるアミノ酸の絶対配置については改良 Marfey法 83, 84を用いて
決定した。本化合物 (0.4 mg)を 5M HCl, 100°C の条件下で酸加水分解した。得られた加
水分解物に対して , L-および D-1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-leucineamide (L/D-FDLA, 
advanced Marfey’s reagent)を用いて FDLA 体へと誘導し, RP18 HPLC 分析によって, 標品
のアミノ酸の D- および L-FDLA誘導体と保持時間を比べることで絶対配置の決定を行っ
た。Ala, N-Me-Ala, N,O-Me2threonine residue は L体であると決定でき, 3 つの β-Hleu は
(2S,3R)-β-Hleu と決定できた。 
 
Figure 4.6. Sameuramide A の平面構造とその COSY および HMBC 相関 
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 次に, phenyllactic acid (Pla)の絶対配置を決めることとした。Sameuramide A の酸加水分
解物 0.3 mg から , Pla を逆相液体クロマトグラフィーにより精製し , p-bromobenzoyl 
chloride によって p-bromobenzoate 体へと誘導した。この p-bromobenzoate 体と標品であ
る L-および D-Pla の p-bromobenzoate 誘導体を chiral-phase HPLC により分析し, それぞれ
の保持時間を比較した。その結果, sameuramide A の Pla は D体であると決定できた。以
上により, sameuramide A の絶対配置を決定できた (Figure 4.7)。 
 
 
 
β-Hleu-2 
N-Me-Ala 
Pla 
N-Me-Dha 
Pra-1 
β-Hleu-3 
Ala 
β-Hleu-1 
Pra-2 
N, O-Me2-Thr 
Figure 4.7. Sameuramide A 絶対配置 
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4.2.6. Sameuramide A の生物活性 
 Sameuramide A (sameA)はマウス ES 細胞のコロニーを維持したが, 幹細胞のもう一つ
の特徴である未分化状態を維持したかどうかは明らかになっていなかった。そこで, フ
ィーダー細胞と LIFを除去し, sameuramide A存在下で, マウス ES細胞のコロニーが維持
されるか否かを確認し, その未分化状態を検証した (Figure 4.8a)。 
MEF 細胞を取り除いて 4 日間培養した後, LIF 無添加の培地で 2 日間培養するとマウ
ス ES 細胞はコロニー形成を維持できなくなる (Figure 4.8b 真中)。MEF 細胞を取り除い
て 4 日間培養した後, LIF 無添加の培地に sameuramide A を添加して 2 日間培養したとこ
ろ, マウス ES 細胞様のコロニーが確認された (Figure 4.8b 右)。そこで, Sameuramide A
によってマウス ES 細胞が未分化状態を維持しているのかを調べた。胚性マーカーの 1
つである Klf4 の遺伝子発現レベルを分析したところ, 著しく減少していることが明らか
になった。また, 分化マーカーの１つ, 原始外胚葉マーカーFgf5 については, LIF 存在下
で培養したマウス ES 細胞と比較して顕著な発現が認められた。すなわち, LIF 非存在下, 
sameuramide A 存在下で 2 日間培養したマウス ES 細胞は, コロニーは維持するものの, 
未分化状態を維持するわけではないことがわかった  (Figure 4.8c)。 
43 
 
c 
b 
Figure 4.8. LIF 非存在下における, マウス ES 細胞に対する sameuramide A の影響 
a: アッセイスキーム図 b: マウス ES細胞の顕微鏡写真 (6日目) c: 6日目の遺伝子
発現解析 (Klf4 and Fgf5), Gapdh の発現量を基に各遺伝子の発現量の比率を求めて
縦軸とした, n = 3, mean ± SD。 
a 
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 本研究で使用したマウス ES 細胞は, フィーダー細胞を除去して培養すると, LIF 存在
下であっても 8 日後にはコロニーを維持できなくなり, 分散してしまう (Figure 4.9b 真
中)。そこで, この形態的特徴を生かし, sameuramide A のコロニー維持活性を詳細に調べ
ることとした。フィーダー細胞を除去後, 4 日目に sameuramide A を添加して 4 日間培養
したところ, マウス ES 細胞はきれいなドーム状のコロニーを維持した (Figure 4.9b 右)。 
 
b 
a 
Figure 4.9. LIF 存在下での, sameuramide A のコロニー形成への影響 a: アッ
セイスキーム図 b: マウス ES 細胞の顕微鏡写真 (4 日目と 8 日目)。  
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 さらに, sameuramide A について, マウス ES 細胞のコロニー形成能に及ぼす影響を調
べた。前述の, フィーダー細胞を除去後, 4 日目に sameuramide A を添加して 4 日間培養
した。さらに続けて, sameuramide A を除いた条件で 2 日間培養した。コントロールとし
て sameuramide A を除去せず 2 日間培養したものを使用した。その結果, sameuramide A
を除去せず培養を続けたマウス ES 細胞はコロニーを維持し続けた (Figure 4.10b 真中)
のに対し, 8日目で sameuramide Aを除去したマウス ES細胞は, 10日目にコロニーを維持
しなくなかった (Figure 4.10b 右)。次に, フィーダー細胞を除去後 8 日目に sameuramide 
A を添加し , 2 日間培養した。コントロールとして , フィーダー細胞を除去後 , 
sameuramide A 非存在下マウス ES 細胞を 10 日間培養したものを用いた。その結果, コン
トロールではマウス ES 細胞のコロニーは崩壊していた (Figure 4.10d 真中)のに対し, 8
日目にコロニーが完全に崩壊したマウス ES 細胞に sameuramide A を添加すると, 10 日目
にマウス ES 細胞がコロニーを形成しているのが認められた。つまり , マウス ES 細胞に
対して sameuramide A は可逆的なコロニー形成能を有することが明らかとなった。  
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a 
b 
Figure 4.10. 可逆的な sameuramide A によるコロニー形成能 a, c: アッセイ
スキーム図 b,d: マウス ES 細胞の顕微鏡写真。  
c 
d 
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最後に, sameuramide A で形成されたコロニーが, マウス ES 細胞の幹細胞性へどのよ
うな影響を及ぼすかについて調べた。まず, 幹細胞性のひとつである未分化状態につい
て調べるために, フィーダー細胞を除去し, LIF 存在下で培養したマウス ES 細胞のコロ
ニーが崩壊する 8 日目に, 未分化マーカー (Klf4, Zfp42)の発現レベルを調べた。その結
果, sameuramide Aを 4日目に添加してコロニーを形成したマウス ES細胞では, 未分化マ
ーカーの発現レベルは sameuramide A非存在下でコロニーが崩壊したマウス ES細胞と同
程度であった (Figure 4.11c 上段)。これらの結果より, sameuramide A はマウス ES 細胞の
未分化状態には影響しないことがわかった。  
次に , sameuramide A が分化能へどのような影響を与えるかを詳細に調べるために , 
sameuramide A で処理したマウス ES 細胞を胚様体 (embryoid bodys, EBs)へと分化させ, 
三胚葉 (内胚葉・中胚葉・外胚葉)の分化マーカーの発現量を測定した。すなわち上記 8
日目までの培養に加え, LIF および sameuramide A を除去後に 3 日間ハンギングドロップ
法による培養を行って胚様体へと分化させた (Figure 4.11a)。この胚様体について, 内胚
葉, 中胚葉, 外胚葉それぞれの遺伝子マーカー  (Sox17, T, Nestin)の遺伝子発現量を調べ
たところ, 3 つ全てのマーカー遺伝子の発現量が顕著に増加していた  (Figure 4.11c 下段)。
この結果から, マウス ES 細胞は sameuramide A で処理されることで, 胚様体での分化能
が向上することが明らかとなった。  
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a 
Figure 4.11. Sameuramide A の分化能への影響 a: 胚様体への分化スキーム図 b: 
胚様体の顕微鏡写真  c: 遺伝子解析  [stem marker (Klf4, Zfp42, 8 日目 ), 
differentiation marker (Nestin, T, Sox17, 11 日目)], Gapdh の発現量を基に各遺伝子
の発現量の比率を求めて縦軸とした, n = 3, mean ± SD。 
b 
c 
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4.2.7. YM-254890 のコロニー維持活性評価 
 Sameuramide AはChromobacterium属の桿菌が生産する YM-25489085に化学構造が類似
していた(Figure 4.12)。血小板凝集阻害物質として発見された YM-254890 は, 三量体 G
タンパク質 (GTP 結合タンパク質)の Gqシグナルを選択的に阻害することが知られてい
る。 
 
 そこで, YM-254890 が, sameuramide A と同じように, マウス ES 細胞のコロニーを
維持する活性があるかどうかを調べた。その結果, YM-254890 は, sameuramide A と同
様に, マウス ES 細胞のコロニーを維持することがわかった (Figure 4.13)。 
 
Figure 4.13. YM-254890 のコロニー維持活性 (マウス ES 細胞の顕微鏡写真, 
MEF 除去後, LIF 非存在下, 4 日目に化合物を添加)  
Sameuramide A YM-254890 
Figure 4.12. Sameuramide A と YM-354890 の構造 
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4.2.8. ホヤサンプルからの微生物培養実験  
 Sameuramide A は YM-254890 と化学構造が類似していることから , 共生微生物由来と
考えられたため, 寒天培地を用いて生産菌の培養を試みたものの , 目的とする微生物を
得ることはできなかった。 
 
4.3. 考察 
 本研究の結果から, マウス ES 細胞がコロニー形成する意義について考察した。ES 細
胞のコロニー形成は未分化状態の維持には影響しないものの, 胚様体での分化能に影響
することを示唆した (Figure 4.14)。  
 
 また, フィーダー細胞非存在下では, LIF 存在下であっても, 8 日目にはコロニーが維
持されなくなるが, sameuramide A では, コロニーが維持されること, LIF と sameuramide 
A 共存下では, 分化能が向上したことを考えると, sameuramide A はフィーダー細胞と同
様の働きをしている可能性が考えられる。このことから, sameuramide A はフィーダー細
胞の代替となりえる可能性が示唆された。  
Figure 4.14. マウス ES 細胞がコロニーを形成する意義についての考察図  
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 本化合物に構造が類似した YM-254890 が, マウス ES 細胞に対してコロニー維持活性
を示したことを考えると, sameuramide A は YM-254890 と同じ作用点である可能性が高
い。コロニー維持には E カドヘリンが関係していると考えられるが, E カドヘリンが Gq
シグナルとどのような関わりがあるかは調べられていない。もし Gq シグナルとマウス
ES 細胞の間に何かしらのメカニズムが存在するならば, 本化合物はその生理機能を明
らかにする有用なバイオプローブとなりうると期待される。  
 
4.4. 結言 
宮城県石巻鮫浦湾で採集したウスボヤ(Didemnid)科ホヤより sameuramide A単離し, 構造
決定を行った。絶対配置は, 改良 Marfey 法およびキラルカラムトグラフィーによって, 
L-Ala, N-Me-L-Ala, N,O-Me2-L-threonine, 3 つの(2S,3R)-β-Hleu, D-Pla と決定した。つぎに, 
sameuramide Aの詳細な生物活性について検討を行ったところ , LIF非存在下では ES細胞
の未分化状態を維持しないもののコロニーは維持する。一方 , LIF 存在下では本化合物に
よって ES 細胞の分化能が高まるという極めてユニークな生物活性を見出した。  
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第 5 章 海綿内未培養微生物培養法の確立 
 
5.1. 研究背景 
 第 1 章でも述べたように, 海綿からは様々な二次代謝産物が報告されてきた。一方, こ
れらの真の生産者の多くは海綿に共生する微生物であることが示唆されている 86。海綿
内に共生する多様な微生物は, 宿主である海綿の 3～5 割の体積を占めているが 87, それ
ら微生物の 99%以上が分離培養不可能と言われており, 微生物が二次代謝産物の真の生
産者であることを実証できた報告例はごく限られている 88。実際に, 自然状態で生きて
いる海綿内において顕微鏡で直接計数された微生物数に対して, 従来の培養法で用いら
れる寒天培地上でのコロニー数は極めて少ないことはよく知られており , この現象は
“Great Plate Count Anomaly”と呼ばれている 89。これらの共生微生物が培養できない理
由は, 有機物, 無機物, 濃度, 酸性度, 温度, 酸素濃度, ゲル化剤などの特定の培養条件
のうち, 適合するものを用いなかったためと考えられる。したがって, 未培養微生物も
しくは難培養性微生物が生存する環境中を模倣した培養手法を与えることで, これらの
微生物を培養できる可能性がある。このアイデアに基づいて, 実環境を模擬する培養手
法 (in situ 培養法)のひとつである diffusion chamber90-93法が開発された (Figure 5.1)。最
初に提案された微生物培養用の diffusion chamber は, 金属製ワッシャーまたはプラスチ
ック製リングと, 小孔径が 0.1 μm 以下のポリカーボネート膜 2 枚で構成されている。ポ
リカーボネート膜は, シリコン接着剤によってワッシャーに接着される。水生土壌微生
物を段階希釈し, 寒天 (0.7～1.5%, 40～45℃)と混合し, 懸濁液 3 mL を膜に注ぐ。寒天が
凝固した後, もう 1 枚の膜をワッシャーの反対側に接着し, 内部に封入した微生物を含
む寒天を密封して, difussion chamber を形成する。形成した diffusion chamber を, 海底な
どの細胞の生息環境や , 自然環境を模倣した水槽内に設置して , 培養後に回収し , 片方
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の膜を剥がし, 内部の微生物コロニーをシリンジで採集し, 寒天培地に播種する。 
 
Figure 5.1. Diffusion chamber
90と diffusion chamber 法の概略図 
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この手法によって, 従来の培養方法では未培養・難培養であった微生物, および系統
学的に新しい種の微生物の分離株数が著しく増加した (Figure 5.1)。このことから, 従来
の培養法（平板培地培養）では獲得しにくい難培養性微生物の有効な分離培養法になり
うる。また, diffusion chamber 法によって得られたある種の難培養性微生物群は従来培養
法 (平板培地上)でも増殖可能ではあるが, 易培養性な他の微生物(既知微生物）に淘汰さ
れてしまうことから, それらの性質は増殖速度が遅い , 増殖阻害因子に特異的な感受性
がある , または休眠しやすいものであり , これまで分離株を得にくかった 94。一方 , 
diffusion chamber では, 培地に加えて自然環境中における増殖促進因子の供給や増殖阻
害因子の拡散も期待できるため, それらを必要とする難培養性微生物であっても培養が
可能となる 94。また, 次のステップである 2 次培養を行う際には難培養性微生物（平板
でも増殖は可能）の割合を高めた状態で植菌することが可能になるため, 結果的に新規
性の高い微生物が獲得可能になる可能性が高まる 94(Figure 5.2)。 
例えば Figure 5.2 では, 環境中に生息する微生物 A, B は, どちらも平板培地上で増殖
する能力を有しているが微生物 A は従来培養法において易培養性の微生物で, B は難培
養性とする。これらの微生物 A, B を直接平板培地に播種する従来の培養方法に付した場
合, 平板培地上では増殖速度の速い微生物 A のコロニーが平板培地を占有し, 微生物 B
が増殖できる可能性は著しく減少する。このため, 従来培養法で得られる微生物のほと
んどが既知の微生物Aであり, 新規性の高い微生物はほとんど獲得できない。そこで, 微
生物 A, B を diffusion chamber 内に封入し, 生息環境中に戻すことで, 環境中にある増殖
促進因子が供給されるか, 増殖阻害因子が拡散されることで, 微生物 B が微生物 A に比
べて優位に増殖できる環境になる。微生物 B が微生物 A に対して十分に高い割合になっ
た状態で平板培地に播種できるため, 微生物 B のコロニーが出現する可能性が高まると
考えられている 95。  
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5.2.  研究目的 
このような背景のもと, diffusion chamberを用いることで従来の培養方法では獲得され
にくい微生物を獲得・培養するための分離培養法を確立することを目的とした。本培養
法より得られる分離株から新たな化合物を得ることで, 海綿内の二次代謝産物の真の生
産者を明らかにできると考えた。 
  
Figure 5.2. Diffusion Chamber の培養効果のモデル図 
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5.3. 実験 
5.3.1. モデル海綿の選択と採集 
 海綿 Theonella swinhoei をモデル海綿とした 3つの理由は以下 1)～3)に述べるとおりで
ある。1) 本海綿からは swinholides96, theonellamides97, cyclotheonamides98など数多くのユ
ニークな構造を有する生物活性物質が単離報告されている (Figure 5.3)。2) 本海綿の長
期飼育に成功している。3) 生息地を把握していることから, 本海綿のサンプリングが容
易である。 
 
Swinholide A 
Theonellamide B 
Cyclotheonamide A 
Figure 5.3. Theonella swinhoei から単離された天然化合物の例 
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スキューバダイビングにより , 高知県の宿毛市の沿岸 , 水深 10-15 m の海底で海綿
Theonella swinhoei を採集した (Figure 5.4)。 
 
  
Figure 5.4. 飼育中の海綿 Theonella swinhoei 
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5.3.2. Diffusion chamber を用いた海綿内微生物の培養方法  
 海綿内微生物に diffusion chamber (DC)を適用した概要図を Figure 5.5 に示す。Diffusion 
chamber 法は先行研究  (Bollmann et al., 2010)を参考にした。採集した海綿 Theonella 
swinhoei の一部を切り取り, すり鉢を用いてホモジナイズし, 微生物密度が 104 cells/20 
μL となるように希釈したものを微生物サンプルとした。シリコン枠 (外幅 14 mm 内幅 7 
mm長さ 38 mm厚さ 2 mm)の片面に孔径 0.1 μmのポリカーボネートメンブレンを接着さ
せ, 微生物サンプル 20 μLと 40℃の 1.5%低融点アガロース 400 μL, 18%人工海水 58 μL, 4 
× R2A 培地 12 μL を混合したものをシリコン枠内に充填させた。アガロースが凝固した
後, シリコン枠のもう片面にもう 1 枚のポリカーボネートメンブレンを接着させ , 微生
物サンプルを封入することで DC を作成した。微生物サンプルを採集した海綿にこの DC
を戻すことで, DC 内の微生物は生息環境中の化合物の受け渡しが可能になり , 自然環境
が模倣された条件 (in situ)となる。  
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Figure 5.5. Diffusion chamber を用いた培養法(in situ 培養)の概要図 
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次に, この diffusion chamber を用いた微生物の培養方法を述べる。海綿内微生物を封
入した DC を海綿内に挿入し, 3 日間 in situ 培養することで一次培養に付した。一次培養
後, DC を海綿から回収し, ポリカーボネートメンブレンを 1 枚はがし, 微生物サンプル
をアガロースごと 1.5 mL エッペンチューブに移した。3.5%の滅菌人工海水を 1 mL 加え
て, 滅菌したスパチュラやボルテックスによりホモジナイズにした。上澄みに含まれる
微生物を DAPI 染色し, 顕微鏡を用いて菌密度を測定した。この上澄みに滅菌人工海水
を加え, 100 cells/100 μL に希釈し, R2A 寒天培地 (1.5%Agar, 3%人工海水, 1/10 R2A)に播
種することで, 二次培養をとした (20℃, 大気下)。二次培養後, コロニーをピックアップ
し, R2A 寒天培地 (1.5%Agar, 3%人工海水, 1/10 R2A)に播種することで分離株を 60 株獲
得した。得られた分離株について 16S rRNA 系統解析を行い, 各分離株の微生物種を調
べた。また, コントロールとして同一海綿から得た微生物サンプルを , 直接 R2A 寒天培
地 (1.5%Agar, 3%人工海水, 1/10 R2A)に播種し, 得られたコロニーから 60 株の分離株を
得た (Figure 5.6)。 
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Figure 5.6. Diffusion chamber 法 (in situ 培養法)と従来培養法の実験方法 
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5.3.3. 16S rRNA 系統解析 
 In situ 培養と従来法による二次培養によって純化させたコロニー60 株に対して, ユニ
バーサルプライマー (27F-1492R)を用いて直接 PCR を行い, 16S rRNA 遺伝子を増幅, 
DNA シーケンス解析を行った。得られた塩基配列は, 既存種データベースのものと比較
することで, 得られた分離株について近縁種を決定した。その結果, それぞれの培養法
で得られた分離株の種類は大きく異なり, 共通する分離株は 1 種類のみであった。従来
法で得られた分離株は 13種であるのに対し, in situ培養法で得られた分離株は 38種と従
来法に比べて 3 倍近い種類を獲得できた (Figure 5.7)。 
 
 
Figure 5.7. Diffusion chamber (DC)培養法と従来培養法で得られた分離株の多様性  
各ドットが各微生物種を表している。円内の数字は , 微生物の種類数 (既存の微生
物に対して 16S rRNA の相同性が 97%以下の種類数)を表している。 
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 また, 得られたそれぞれの分離株について門レベルの微生物種を調べたところ , 従来
法で得られた分離株は Bacteroidetes門, Alphaproteobacteria門, Gammaproteobacteria門の 3
門だったのに対し, in situ培養法で得られた分離株は上記の 3門に加え, Actinobacteria 門, 
Firmicutes 門, Epsilonproteobacteria 門の 3 門が新しく獲得されていた（Figure 5.8）。 
 
 
Figure 5.8. in situ 培養法と従来培養法で得られた分離株の菌門 
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 次に, それぞれの分離株に対して, 新規性の高い菌株 (既存株に対する 16S rRNA 遺伝
子の相同性が 97％以下)の割合を比較した。その結果, 従来法で獲得した分離株では 1 つ
だけ新規性の高い菌株が得られたのに対して, in situ 培養より獲得した分離株では 18 株
もの新規性の高い分離株が得られた。得られた 18 株の中には, 既存株との相同性が 92％
以下と非常に新規性の高い株が認められた (Figure 5.9)。 
 
  
Figure 5.9. DC 培養法と従来培養法で得られた分離株の新規性  
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5.3.4. 分離株に含まれる化合物プロファイル分析 
 従来法で得られた分離株  (S1~S13)および diffusion chamber 法で得られた分離株 
(DC1~DC38)のメタノール抽出液を, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーに付し, 
純水で脱塩後, メタノールで溶出させた。それぞれの分離株のメタノール溶出画分につ
いて LC-MS を用いて分析し, 得られた LC-MS データを多変量解析ソフト Signpost MS
を用いて主成分分析を行った。主成分分析では, 高次元の LC-MS データ (分離株種, 化
合物の m/z, 保持時間, イオン強度)を 2 次元のデータ (主成分 1, 主成分 2)で出力する。
その結果を Figure 5.10 に示した。Figure 5.10 内に示したドットは, 各分離株を表してい
る (赤点：diffusion chamber で得られた分離株, 緑点：従来の培養法法で得られた分離株)。
ドット間の距離が近ければ, そのドットの示す分離株らが類似した化合物群を有してい
ることを示しており, ドット間の距離が遠ければ , その分離株らは異なる化合物群を有
していることを示している。また, Figure 5.10 のドットが重なっている狭い範囲を見るた
めに, 離れたドットを除外した主成分分析を , Figure 5.11 および Figure 5.12 に示した。分
析の結果, 従来法より得られた分離株は 1 株を除いて全て類似した化合物プロファイル
であることがわかった。一方, diffusion chamber 法で得られた分離株の化合物プロファイ
ルは, 従来法で得られた分離株のそれとは大きく異なっており , また, 分離株ごとの化
合物プロファイルも違っていることが判明した。  
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Figure 5.10. in situ 培養法で得られた分離株(赤)と従来法で得られた分離
株(緑)の主成分分析結果 継代培養できた全ての分離株。 
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Figure 5.11. in situ 培養法で得られた分離株(赤)と従来法で得られた分離
株(緑)の主成分分析結果 分離株 (S7, DC24, DC30, DC32, DC33, DC34, 
DC35, DC37, DC38 を除いた)を用いて解析した。 
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Figure 5.12. in situ 培養法で得られた分離株(赤)と従来法で得られた分離
株(緑)の主成分分析結果 分離株 (S1, S6, S7, S10, S12, DC6, DC24, DC30, 
DC32~DC38 を除いた)を用いて解析した。 
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5.4 考察 
 本研究では, diffusion chamber を用いた海綿内微生物の一次培養と, 寒天培地を用い
た従来の方法による二次培養を組み合わせることで, 新規性の高い微生物を高率で獲得
できた。一方, 従来の培養法のみでは, 既知の微生物と相同性の高い微生物が分離株の
大部分であり, 大きな違いを見せた。 
以上のように, 結果に大きな違いが生じた理由について考察を行った。まず, 従来培
養法で得られた分離株のほとんどが既知の微生物であったことについては, 易培養性微
生物が難培養性微生物を淘汰してしまうことが原因と考えられる。平板培地における淘
汰の様式として 1) 他の微生物に捕食される, 2) 他の微生物が生産する増殖阻害因子に
よって生育が阻害される, 3) 増殖速度の遅い難培養性微生物がコロニーを作る前に , 増
殖速度の速い易培養性微生物のコロニーによって平板培地が占拠される , の 3 つの場合
を考えた。 
このうち, 1)については, 平板培地上では微生物はコロニー形成のようにじわじわと
広がるような動きはできても, 長距離をすみやかに移動はできないため, 他の微生物を
捕食する可能性は低いと考えられた。また, 従来培養法では, 菌密度を限界まで希釈し
て植菌するため, コロニーを形成する微生物のほとんどは他の微生物と接触する可能性
も低い。一方, 微生物の中には生存戦略のひとつとして競合微生物を排除するために抗
生物質を生産するものもいるため, 2)については十分に可能性があると考える。また , 3)
については, 実際のケースで易培養性微生物のコロニーで埋め尽くされた平板培地から, 
成長が遅く十分な大きさのコロニーをつくれていない難培養性微生物をピックアップし
て分離単離株をつくることは難しいと考えられる。 
次に, diffusion chamberを用いた培養法によって新規性の高い分離株が高率で獲得でき
たことについては, 本法によって, 生存する微生物全体を占める難培養性微生物の割合
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が増加したことが, 二次培養における微生物コロニー層に違いをもたらしたと考える。
実際, diffusion chamber内においてある種の難培養性微生物がマイクロコロニーをつくる
ことが観察されている 90ことからも, 本仮説は支持される。Diffusion chamber を元の環
境中 (海綿中)に戻して一次培養することによる効果については, a) 増殖促進因子が周囲
環境から供給され, 難培養性微生物がマイクロコロニーをつくる割合を向上させる, b) 
逆に, 易培養性微生物によって生産される増殖阻害因子は環境中へ拡散される, c) 易培
養性微生物は高栄養条件下の平板培地上では短期間で素早く増殖できるが, 低栄養の環
境中では増殖速度が低下する結果 , 微生物数が減少し, 相対的に難培養性微生物の割合
が増加する, d) 環境中にある休眠・覚醒因子 99によって難培養性微生物の増殖が可能と
なることの 4 つが考えられる。このうち a)については, 従来培養法で植菌する際に増殖
促進因子が平板培地に添加されるとしても, 環境中に比べ 106～108 倍程度の希釈率とな
るためにその影響は大きくないと考えられ, その濃度は diffusion chambe 法の二次培養
でも理論上変わらない。すなわち, diffusion chamber が海綿環境中にあるときにだけ, 増
殖促進因子が機能した可能性がありうる。次に , b)については , 2)でも考察した通り , 
diffusion chamber が周囲環境と物質のやりとりできることで増殖阻害因子が拡散し, 難
培養性微生物がマイクロコロニーをつくることで微生物数を増加させることができたと
考えられる。また, c)については, 本研究で得られた従来培養法分離株は, DC 法で得られ
る分離株に比べてコロニーの出現が早いものが多かったことから, 従来の高栄養条件下
での培養で獲得される易培養性微生物は, 低栄養条件下では増殖がしづらい可能性があ
る。d)について, 微生物が覚醒することは, 微生物が休眠するという Epstein の仮説 99に
基づくものであり, もともと増殖する状態である微生物がなんらかの影響によってその
増殖速度が向上する現象を指すのではなく, 増殖が可能な栄養と条件があるのにも関わ
らず微生物が増殖をしない状態 (休眠状態)から増殖を開始することを意味する。この覚
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醒因子が , 周囲に仲間がいることを知らせるシグナルとして働いているのであれば , 
diffusion chamber によってつくられるマイクロコロニーから覚醒因子が放出され , 二次
培養において難培養性微生物が増殖できるようになったと考えられる。  
以上のように本手法を用いることで, 上記に示した考察の事象を初めて検証できる生
物サンプルを獲得できたことは, これまで未解明であった微生物の覚醒増殖機構の解明
にとってひとつのヒントになりうる知見であり, 難培養性微生物の培養法開発という今
後の微生物学の発展にも寄与しうると期待される。 
 
5.5. 結言 
 本章において, 1) diffusion chamber を用いた in situ 培養法では, 従来の培養法に比べて
得られた分離株の新規性・多様性がともに高いこと , 2) diffusion chamber 法で得られた分
離株の化合物プロファイルは従来法で得られた分離株のそれとは大きく異なっているこ
とを明らかにした。これらの結果を踏まえると, 本手法を用いれば, 将来的には海綿に
含まれる化合物の真の生産者を培養し, その化合物を生産しうる有力なツールとなりう
る。 
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第 6 章 総括 
  
本論文では, 3 種類の海洋無脊椎動物から新規天然化合物の単離精製を行い, それぞ
れの化合物について絶対配置を含めた構造決定を行うことに成功した。また, 海綿に含
まれる二次代謝産物の真の生産者を探索するためのツールとして, 海綿内共生微生物培
養法を確立した。 
 第 2 章では, 鹿児島県の海底火山大島新曽根でのドレッジ採集時に生じた分類不能な
混獲物から単離精製した cinanthrenol A について述べた。従来は廃棄されていたこの分不
能混獲物をまとめて抽出し, 液液分配および各種クロマトグラフィーを用いて精製を行
い, 新規天然化合物 cinanthrenol A の単離に成功した。MS および NMR 分析した結果, 
cinanthrenol A は, 海洋生物からは初の報告例となるフェナントレン骨格を有しており, 
spiro [2,4] heptane を含んだきわめてユニークな化学骨格を有する化合物であることが判
明した。改良 Mosher 法を用いて, cinathrenol A の絶対配置を 16S,17S,19S と決定した。一
方, 同じドレッジ採集時に採集され分類可能であった生物サンプルから, cinanthrenol A
を含む海洋生物を探索したところ, cinanthrenol A の由来生物は海綿 Cinachyrella sp.で
あると同定できた。以上のように本章では, 従来は廃棄していた生物サンプル小片混合
物から構造決定に必要な化合物量を確保することができた結果, 本探索手法は深海生物
を対象とした探索研究において有効であると示せた。  
 第 3章では, 熊本県天草で採集した軟体動物タツナミガイ Dolabella auricuraria より単
離した dolabellol A について述べた。D. auricuraria の抽出物から, 溶媒分画および各種ク
ロマトグラフィーによって新規天然化合物 dolabellol A を単離した。MS および NMR ス
ペクトルを解析した結果, 本化合物は 7-oxabicyclo[2.2.1]heptane 環と cyclohexane 環を有
するジテルペン構造であることが明らかになった。また, 詳細な NMR スペクトル解析
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の結果, ヒドロキシ基, 塩素基, 臭素基によって置換された炭素が 3 つ連続している部
分構造が得られた。この連続する置換配列を決定するため, ヒドロキシ基の重水素置換
実験とハロヒドリンのエポキシ化反応を行った。その結果, dolabellol A は 1 位がヒドロ
キシ基, 2 位が臭素基, 3 位に塩素基によって置換された平面構造であると決定できた。
また, NOESY相関を解析することで二つの環状部分構造について相対配置を明らかにし, 
絶対配置は X 線結晶構造解析を行って決定することができた。以上の結果, 本化合物は
新規の obtusane ジテルペンであることが明らかとなった。類縁の obtusadiol が紅藻ソゾ
(Laurencia obtusa)から単離されていることと D. auricuraria が藻食性であることから, 本
化合物は餌である紅藻由来であることが示唆された。  
 第 4 章では, 宮城県石巻産のウスボヤ科ホヤより単離・精製した sameuramide A につ
いて述べた。mES 細胞のコロニー形成維持活性を指標として, ウスボヤ科ホヤ抽出物か
ら溶媒分画および各種クロマトグラフィーによって新規天然化合物 sameuramide A を単
離した。Sameuramide A の平面構造については, MS および NMR スペクトルを解析する
ことで決定し, 絶対配置については, 改良 Marfey 法およびキラルカラム分析より決定し
た。Sameuramide A は Chromobacterium 属の桿菌が生産する YM-254890 と化学構造が類
似していることから, 共生微生物由来と考えられた, 従来の培養法による生産微生物の
単離を試みたものの, 目的の微生物を得ることはできなかった。つぎに, sameuramide A
の詳細な生物活性について検討を行ったところ, 本化合物投与下, LIF 非存在下では ES
細胞の未分化状態を維持しないもののコロニー形成能は維持されることが分かった。一
方, LIF 存在下では本化合物によって ES 細胞の分化能が高まるという生物活性を見出し
た。本化合物は, 幹細胞を用いた再生医療分野において , 新たな知見を与える生化学ツ
ールになりうると期待される。 
 第 5 章では, diffusion chamber 法 (in situ 培養方法)を適用した海綿内微生物の培養方法
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の確立について述べた。土壌中の新規微生物を可培養化した diffusion chamber 法(in situ
培養法)を, モデル海綿として選んだ Theonella swinhoei 内の微生物に応用して分離株を
得た。得られた分離株について 16S rRNA 系統解析を行って微生物種を分析した結果, 直
接平板培地に播種する従来の培養方法に比べて, 得られる分離株の新規性・多様性がと
もに高いことが判明した。それぞれの分離株のメタノール抽出物について LC-MS を用
いて分析し, そのデータを多変量解析したところ, 本培養法で得られた単離株の化合物
プロファイルは従来法で得られた単離株のそれと大きく異なっており, 従来の培養法で
は得られなかった化合物群を含んでいることが示唆された。以上より, diffusion chamber
法を海綿の共生微生物に適用することで, 新規な海綿内微生物の獲得を可能とする培養
法を確立することができた。本培養法は, 微生物学における培養に関する新た知見を与
え, 医薬品の探索研究における新たな探索資源を提供する有用な方法となりうる。 
以上のように, 本論文は新規天然化合物とその起源生物について述べてきた。  
・Cinanthrenol A の研究では, これまで研究対象外であった分類不能の小サンプル群から
新規天然化合物を発見し, 化合物の有無を調べることで起源生物の同定に成功した。 
・Dolabellol A の研究では, 軟体動物から単離した新規天然化合物の構造を明らかにし, 
類似した化合物を含む紅藻を, 軟体動物が摂食することから, 起源生物と推察した。 
・Sameuramide A の研究では, 群体ボヤから新規生物活性物質を単離・構造決定し, その
構造類似性から, 起源生物は共生微生物であると推察した。 
・培養法確立の研究では, 新規性の高い海綿内共生微生物を培養することに成功した。
また , その分離株に含まれる化合物プロファイルは, 従来培養法で得られる微生物の
ものとは大きく異なっていたことから, 新規天然化合物の新たな探索源としての難培
養性微生物の培養法確立に向けた重要な知見となりうる。  
75 
 
第 7 章 実験項 
 
7.1. 第 2 章における実験項 
一般機器 
旋光度([α]D)は 10 cm セルを用いて JASCO P-2200 polarimeter によって測定した。UV
スペクトルはサンプルの MeOH 溶液を用いて Pharmacia Ultrospec 3000 spectrophotomer
により測定し, IR スペクトルは Thermo Nicolet FT-IR spectrometer を用いて測定した。CD
スペクトルはサンプルの MeOH 溶液を用いて JASCO J-820 spectropolarimeter で測定した。
Cinanthrenol A の NMR スペクトルは, pyridine-d5に溶かし Bruker UltraShield 400 magnet
によって測定した。Cinanthrenol A の MTPA エステル体の NMR スペクトルは CDCl3中, 
Bruker Ultra Shield 400 spectrometer で測定した。NMR スペクトル測定時の濃度は , 
cinanthrenol Aが 3 mg/650 µL, MTPAエステル体が 0.3 mg/650 µLになるように調製した。
HPLC には JASCO PU-1580 solvent delivery system に検出器 JASCO UV-975 とポンプ
JASCO PU-1580 を付けて使用した。高分解能質量分析機 JEOL JMS-T100CS spectrometer
を用いて質量分析を行った。 
 
実験動物 
Cinachyrella sp. (Sample No. S07150)は, 2007 年 6 月 23 日に鹿児島県海底火山大島新曽
根の水深 140-160 m からドレッジにより採集した。海綿の大きさは縦 10 cm × 横 10 cm × 
高さ 10 cm あり, 表面はガラス質の細かい棘で覆われ, 色は曇った白色であった。標本 
(RMNH POR 7347)はオランダライデン市の National Museum of Natural History (Naturalis)
に保管されている。  
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抽出・単離方法 
採集した海洋生物サンプルはすぐに冷凍し, 冷凍した状態のまま研究室に運び, -30°C
で保管した。ドレッジ混獲物 (6.5 kg, 湿重量)は解凍後, MeOH (2 × 2000 mL)で抽出し, 
濃縮したエキスを, H2O と CHCl3で尼僧分配を行い(2 回), 残った水槽をさらに, n-BuOH
で抽出した。CHCl3層と n-BuOH 層を合一して濃縮した後, Kupchan 分画に付し, n-hexane
層, CHCl3層, 60%MeOH 層を得た。CHCl3層を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィ
ー (MeOH/H2O = 50/50, 70/30; MeCN/H2O = 70/30, 80/20, 100% MeOH; CHCl3/MeOH/H2O 
= 60/40/10 で溶出)に付した。得られた 6 つの画分のうち 70%MeOH 溶出画分に, P388 と
HeLa 細胞に対する細胞毒性が認められた。そこで, 70%MeOH 画分(1.7 g)をさらにシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィー (CHCl3/MeOH/H2O = 1/0/0, 19/1/0, 9/1/0, 80/20/1, 70/30/5, 
6/4/1, 5/5/2, 0/0/1)に付し, 14 つの画分を得た。一番強い細胞毒性を示した画分(281.4 mg)
を ODS カラムクロマトグラフィー (MeOH/H2O = 7/3, 8/2, 1/0; CHCl3/MeOH/H2O = 6/4/1)
を用いて分画し , 10 画分を得た。細胞毒性を示した画分について , 逆相 HPLC 
[COSMOSIL 5C18-AR II; 250 × 20 mm, gradient 60 – 100% MeOH]を用いて分画し, 6 つの画
分を得た。細胞毒性を示した画分を逆相 HPLC [COSMOSIL 5C18-AR II; 250 × 10 mm, 70% 
MeOH]を用いて精製し, cinanthrenol A を 2.2 mg 単離した。 
 
Cinanthrenol A : brown amorphous solid, [α]D -11.6 (c 0.16, MeOH); IR νmax 3392, 2932, 2866, 
1707, 1464, 1376, 1503 cm
-1; UV (MeOH) λmax 271 nm; HRESIMS (neg.) m/z 289.12354 [M－
H]－ (calcd for C20H17O2 289.1229, Δ + 0.6 mmu);  
 
77 
 
Cinathrenol A の MTPA エステル化反応 
室温で cinanthrenol A (250 µg)と DMAP (9 mg)を dry CH2Cl2 (90 µL)に溶解させ , 
R-MTPA-Cl (2 µL)を加えた。ODS TLC と展開溶媒 (CHCl3 : MeOH = 90 : 10)を用いて反応
の進行具合を確認して, 10 分後に反応溶液に 1 M NaHCO3 (400 µL)を加えて反応を止め, 
CHCl3 (400 µL × 3)で抽出した。合一した有機層に 0.2 M HCl (400 µL)を加えて NaHCO3
を取り除き, 残った有機層に H2O (400 µL × 3)を加えてさらに洗浄した。有機層を濃縮し
た後, 逆相 HPLC [COSMOSIL, 5C18-ARII, 250 × 10 mm, stepwise 85, 95, 100% MeOH]によ
り精製し , bis-(S)-MTPA-エステル体 [1H NMR (600MHz, CDCl3) δ 8.372 (H-11), 8.278 
(H-1), 7.876 (H-4), 7.732 (H-6), 7.623 (H-7), 7.312 (H-3), 6.930 (H-12), 5.813 (H-16), and 
3.890 (H-15α)]を得た。同様の操作と S-MTPA-Cl を用いることで, bis-(R)-MTPA-エステル
体 [1H NMR (600MHz, CDCl3) δ 8.373 (H-11), 8.288 (H-1), 7.889 (H-4), 7.754 (H-6), 7.655 
(H-7), 7.315 (H-3), 6.906 (H-12), 5.751 (H-16), 3.980 (H-15α)]を得た。 
 
Figure 7.1. Cinanthrenol A の S/R-MTPA-bis-エステル体の 1H 
NMR ケミカルシフト値の差(ΔδS-R ppm) 
R = S-MTPA 
R-MTPA 
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細胞毒性試験 
ヒト子宮頚癌由来の HeLa 細胞 (1 × 105 cells / well)の培養は, 37°C, 5% CO2の条件下で
行い, D-MEM 培地 (low glucose, No. 041-29775, Wako)に 10%ウシ胎児血清 (Lot No. 
S1820, BioWest), gentamicin1 を 8 µg/mL, 1% antibiotic-antimicotic を加えて調製した培地
を用いた。96-well プレートの各ウェルに cinanthrenol A のメタノール溶液 (終濃度 10－
0.08 μg/mL)を加えて,で 72 時間培養した。マウス白血病細胞株 P388 細胞 (1 × 105 cells)
は, 37°C, 5% CO2の条件下で培養した。RPMI 培地 (No. 189-02025, Wako)に 10%ウシ胎児
血清 (Lot No. S1820, BioWest), 6.0 × 10-5 % HEDS solution (2,2’-dithiodiethanol), kanamycin 
sulfate を 40 µg/mL 加えて調製した培地を用いた。上記と同様に, cinanthrenol A (1)のメ
タノール溶液 (終濃度 10－0.08 μg/mL)を加えて 72 時間培養した。それぞれの細胞を培
養後各ウェルに 3-(4,5-dimethyl-2- thiazoyl)-2,5-diphenyl- 2H-tetrazolium bromide (MTT, 1 
mg/mL)の生理食塩溶液 (50 µL)を加え, さらに 4 時間倍世用を続けた。培養終了後, 培地
を取り除き, 各ウェルに DMSO を 150 µL を加えて細胞を溶解し, 溶出したホルマザン 
(MTT 還元体)の濃度を吸光度計 (吸収波長 550 nm)を用いて測定し, IC50値を算出した。
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Figure 7.2. Cinanthrenol A の UV スペクトル  (MeOH) 
  
80 
 
 
Figure 7.3. Cinanthrenol A の IR スペクトル  
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Figure 7.4. Cinanthrenol A の CD スペクトル  
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Figure 7.5. Cinanthrenol A の 1H NMR スペクトル (400 MHz, pyridine-d5) 
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Figure 7.6. Cinanthrenol A の 13C NMR スペクトル (400 MHz, pyridine-d5) 
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Figure 7.7. Cinanthrenol A の COSY スペクトル (400 MHz, pyridine-d5) 
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Figure 7.8. Cinanthrenol A の 1H-13C HSQC スペクトル (400 MHz, pyridine-d5) 
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Figure 7.9. Cinanthrenol A の HMBC スペクトル (400 MHz, pyridine-d5) 
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Figure 7.10. Cinanthrenol A の NOESY (400 MHz, pyridine-d5)
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7.2. 第 3 章における実験項 
一般機器 
旋光度 ([α]D)は 10 cm セルを用いて JASCO P-2200 polarimeter によって測定した。UV
スペクトルはサンプルの MeOH 溶液を用いて Pharmacia Ultrospec 3000 spectrophotomer
により測定し, IR スペクトルは Thermo Nicolet FT-IR spectrometer を用いて測定した。
Dolabellol A の NMR スペクトルは, CDCl3に溶かし Bruker UltraShield 400 magnet によっ
て測定した。Dolabellol Aの同位体効果によるプロトンシグナルのシフト値は dolabellol A
を CDCl3 + CD3OH もしくは  CDCl3 + CD3OD に溶かし Bruker Ultra Shield 400 
spectrometer で測定した。HPLC には JASCO PU-1580 solvent delivery system に検出器
JASCO UV-975 とポンプ JASCO PU-1580 を付けて使用した。高分解能質量分析機 JEOL 
JMS-T100CS spectrometer を用いて質量分析を行った。X 線結晶構造解析には Rigaku 
R-AXIS RAPID-II を用いた。 
 
実験動物 
Dolabella auricuraria (Sample No. M08201)は, 2008年 24日に熊本県天草沖の深さ 10 m
の海底で採集した。 
 
抽出・単離方法 
採集したタツナミガイは速やかに冷凍し , 冷凍した状態のまま研究室に運んで , 
-25°C で保管した。解凍した D. auricuraria (855 g, 湿重量)を半分に切り, MeOH (4 × 300 
mL)と CHCl3/MeOH/H2O (70/30/5; 1 × 100 mL)により抽出した。それぞれの抽出液を合一
し, エバポレーターで濃縮後, , 次いで, 水層を n-BuOH により抽出した。CHCl3 層と
n-BuOH 層を合一して濃縮した後, Kupchan 分画に付し, n-hexane 層, CHCl3層, 60%MeOH
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層を得た。CHCl3層を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィー (MeOH/H2O = 1/1, 7/3; 
MeCN/H2O = 7/3, 8/2; 100% MeOH; CHCl3/MeOH/H2O = 6/4/1 で溶出) に付した。得られた
6 つの画分のうち 70%MeCN で溶出してきた画分を, シリカゲルカラムクロマトグラフ
ィー(CHCl3/MeOH/H2O = 20/0/0, 19/1/0, 9/1/0, 80/20/1, 70/30/5, 6/4/1 で溶出)に付したとこ
ろ , 13 画分を得た。4 番目の画分  (116.1 mg)について , 4 回の逆相 HPLC 分取  [1st: 
COSMOSIL 5C18-ARII; 250 × 20 mm, 85% MeOH, 2nd: 80% MeOH, 3rd: Develosil C30-UG; 
250 × 20 mm, 80% MeCN, 4th : gradient 80 – 100% MeOH]を用いて精製し, dolabellol A を
4.9 mg 単離した。. 
 
Dolabellol A : white amorphous solid, [α]D +22.9 (c 0.02, MeOH); IR νmax 3317, 2943, 2831, 
1449, 1114, 1022, 627 cm
–1; UV (MeOH) λmax 260 nm (log ε 0.284); HRESI(+)MS m/z 
403.1399 [M + H − H2O]
+
 (calcd for C20H33BrClO 403.1398, Δ +0.1 mmu); 
 
Dolabellol A のエポキシ化反応 
Dolabellol A (300 μg)の Et2O (1 mL)溶液に KOH (100 mg)を加えて室温で反応を行った。
反応の進行具合は, シリカゲル TLC と展開溶媒 (n-hexane : EtOAc = 8 : 2)を用いて確認
した。一晩反応を行った後, 反応溶液をエバポレーターで濃縮し, n-hexane で抽出した。
得られた生成物を ESIMS分析に付したところ, m/z 379/381に同位体比率が 3 : 1のイオン
ピーク[C20H33ClO2 + K]
+が認められたことから, dolabellol A のエポキシ体には臭素原子
が含まれず, ハロゲン原子は塩素原子のみが含まれていることが明らかとなった。  
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細胞毒性試験 
ヒト子宮頚癌由来の HeLa 細胞 (1 × 105 cells / well)の培養は, 37°C, 5% CO2の条件下で
行い, D-MEM 培地 (low glucose, No. 041-29775, Wako)に 10%ウシ胎児血清 (Lot No. 
S1820, BioWest), gentamicin1 を 8 µg/mL, 1% antibiotic-antimicotic を加えて調製した培地
を用いた。96-wellプレートの各ウェルに dolabellol Aのメタノール溶液 (終濃度 10－0.08 
μg/mL)を加えて,で 72 時間培養した。マウス白血病細胞株 P388 細胞 (1 × 105 cells)は, 
37°C, 5% CO2の条件下で培養した。RPMI 培地 (No. 189-02025, Wako)に 10%ウシ胎児血
清 (Lot No. S1820, BioWest), 6.0 × 10-5 % HEDS solution (2,2’-dithiodiethanol), kanamycin 
Figure 7.11. Dolabellol A の ESI-MS スペクトル 
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sulfate を 40 µg/mL 加えて調製した培地を用いた。上記と同様に, dolabellol A のメタノー
ル溶液 (終濃度 10－0.08 μg/mL)を加えて 72 時間培養した。それぞれの細胞を培養後各
ウェルに 3-(4,5-dimethyl-2- thiazoyl)-2,5-diphenyl- 2H-tetrazolium bromide (MTT, 1 mg/mL)
の生理食塩溶液 (50 µL)を加え, さらに 4 時間倍世用を続けた。培養終了後, 培地を取り
除き, 各ウェルに DMSO を 150 µL を加えて細胞を溶解し, 溶出したホルマザン (MTT
還元体)の濃度を吸光度計 (吸収波長 550 nm)を用いて測定し, IC50値を算出した。 
 
Dolabellol A の X 線結晶構造解析 
以下の条件を用いて測定を行った。 
 
検出器から結晶までの距離 127.40 mm 
温度 −150 ± 1°C 
最大 2θ 値 136.3° 
撮影枚数 90 枚 
ω scans from 80.0° to 260.0° in 10.00° step, at χ = 54.0° and φ = 0.0°, 75.0 [sec./°]. 
ω scans from 80.0° to 260.0° in 10.00° step, at c 54.0° and φ = 90.0° , 75.0 [sec./°]. 
ω scans from 80.0° to 260.0° in 10.00° step, at χ = 54.0° and φ = 180.0°, 75.0 [sec./°]. 
ω scans from 80.0° to 260.0° in 10.00° step, at χ = 54.0° and φ = 270.0°, 75.0 [sec./°]. 
ω scans from 80.0° to 260.0° in 10.00° step, at χ = 0.0° and φ = 0.0°, 75.0 [sec./°]. 
0.100 mm pixel mode.  
 
Dolabellol A の結晶の X 線解析データは direct methods (SIR2008)92 とフーリエ法を用
い て 処 理 し た 。 ま た , 非 水 素 原 子 構 造 イ メ ー ジ は full-matrix least square 
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(SHELXL2014/6)
100を用いて作成した。結晶構造の測定情報を以下に示す 
 
結晶寸法 0.800 × 0.050 × 0.050 mm 
結晶の格子定数   a = 7.2470(6) Å 
 b = 16.4428(13) Å 
 c = 17.4010(13) Å 
 V = 2073.5(3) Å
3 
空間群  P212121 (#19) 
Z value  4 
Dcalc  1.351 g/cm
3
 
F000  888.00 
μ(CuKα)  39.508 cm−1 
Flack parameter
101
 (Parsons’ quotients = 630)  0.08(2) 
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                                           Figure 7.12. Dolabellol A の UV スペクトル (MeOH)
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                                          Figure 7.13. Dolabellol A の IR スペクトル 
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                               Figure 7.14. Dolabellol A の 1H NMR スペクトル (400 MHz, CDCl3)  
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Figure 7.15. Dolabellol A の 13C NMR スペクトル(400 MHz, CDCl3)  
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                                 Figure 7.16. Dolabellol A の DEPT スペクトル(400 MHz, CDCl3)
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                                Figure 7.17. Dolabellol A の COSY スペクトル(400 MHz, CDCl3)  
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                            Figure 7.18. Dolabellol A の 1H-13C HMQC スペクトル(400 MHz, CDCl3)  
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                                Figure 7.19. Dolabellol A の HMBC スペクトル(400 MHz, CDCl3)  
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                            Figure 7.20. Dolabellol A の NOESY スペクトル(400 MHz, CDCl3).
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7.3 第 4 章における実験項  
 
一般機器  
IR スペクトルは Thermo Nicolet FT-IR spectrometer を用いて測定した。Sameuramide A の
NMR スペクトルは ,  CD3CN に溶かし Bruker UltraShield 400 or 600 magnet によって測定し
た。HPLC には JASCO PU-1580 solvent delivery system に検出器 JASCO UV-975 とポンプ
JASCO PU-1580 を付けて使用した。高分解能質量分析機 JEOL JMS-T100CS spectrometer を
用いて質量分析を行った。  
 
試薬  
alanine (Wako) 
β-hydroxyleucine (Santa Cruz Biotechnology) 
allothreonine (TCI America)  
N-Me-Alanine (BACHEM) 
phenyllactic acid (SIGMA) 
N-methyl dehydroalanine (Tao Ye 教授より提供 ,  北京大学 )  
 
実験動物  
ウスボヤ科ホヤ  (Sample No. T07403)は ,  2007 年に鮫浦湾  (38.37.14N 141.50.63E)の水深
5-10 m の海底で採集した。   
 
抽出・単離方法  
採集したホヤは冷蔵した状態のまま研究室に運び ,  -30°C で保管した。解凍したウスボヤ
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科ホヤ  (27 g, wet weight)は半分に切り MeOH (2×100 mL)に浸漬することで抽出した。合一
した抽出液を濃縮し ,  H2O と CHCl 3 で二層分配した。CHCl 3 層を ODS フラッシュカラムク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (MeOH/H2O = 50/50, 70/30; MeCN/H 2O = 70/30, 85/15; MeOH; 
CHCl3/MeOH/H2O = 60/40/10 で溶出 )に付した。得られた 6 つの画分のうち 70%MeCN 溶出
画分にコロニー維持活性が認められた。そこで 70%MeCN 画分をさらに逆相 HPLC 
[COSMOSIL 5C1 8-ARII; 250 × 20 mm, gradient 50 –  100% MeCN]を用いて分画し ,  マウス ES
細胞のコロニー維持活性を示した画分を逆相 HPLC [COSMOSIL 5C1 8-ARII;  250 × 20 mm, 
80% MeCN]を用いて精製し ,  sameuramide A を 2.3 mg 単離した。  
 
Sameuramide A :  pale yellow amorphous solid, [α]D  -75.9 (c 0.02);  IR ν ma x  3640, 3326, 2967, 
2930, 2360, 2343, 1749, 1640, 1518, 1449, 1402, 1210, 1160, 1073 cm
- 1
;  HRESIMS (pos.) m/z  
1016.5558 [M + H]
+
 (calcd for C 5 0H78N7O1 5  1016.5550, Δ +0.8 mmu);  
 
N,O-Me2-allo-threonine の合成  
D-allo-threonine (16.0 mg)と di-tert-butyl dicarbonate (40 mg)を NEt3  2 mL と H2O 1 mL の混
合溶液に加え ,  室温・オーバーナイトで反応させた。反応溶液を濃縮し ,  シリカゲルクロ
マトグラフィー  (CHCl 3/MeOH/H2O = 80/20/1, 70/30/5, 6/4/1)に付し ,  CHCl 3/MeOH/H2O 
(80/20/1)溶出画分に 1M NaOH aq.を加えて ,  Et2O で洗浄した。水層の pH が 3 になるよう 1M 
HCl を加えて調製後 ,  EtOAc で抽出した。EtOAc 層を NaCl 水溶液で洗浄し ,  無水 Na2SO4
で脱水後に濃縮した。濃縮物  (9.8 mg)と sodium hydride (13 mg. 60% in mineral  oil)を ,  -30°C 
に冷却した dry THF (1 mL)に加え ,  さらに MeI (30 μL)を加えて ,  撹拌しながらゆっくりと
室温に戻してさらに 1 時間反応させた。反応溶液に飽和 NH4Cl 溶液を加え ,  減圧濃縮した
ものに 1M HCl を加えて pH 3 に調製し ,  EtOAc (3 × 1 mL)で抽出した。得られた有機層を
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NaCl 水溶液で洗浄し ,  無水 MgSO4 により脱水した。得られた有機層を濃縮した後 ,  シリカ
ゲルカラムクロマトグラフィー  [φ  1.0 cm ×  5.0 cm, n-hexane:EtOAc (1:1)]を用いて精製
を行った。  
 
酸加水分解と改良 Marfey 法  
Sameuramide A (100 μg)を酸加水分解  (5M HCl, 100°C, 12 h)に付し ,  反応液を 60°C に保
温 し な が ら 窒 素 気 流 下 で 乾 固 さ せ た 。 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-leucinamide 溶 液  
(L-FDLA, 0.5% w/v in acetone)  もしくは 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-D-leucinamide 溶液  
(D-FDLA, 0.5% w/v in acetone)  100 μL と 1M NaHCO3  (20 μL)を乾固させたサンプルに加え ,  
37°C で 1 時間反応させた。反応後 , 1M HCl (20 μL)を加えて反応液を酸性にしたものを窒
素気流下で乾燥させ ,  MeCN-H2O (1:1, 100μL)を加えて ,  LC-MS 分析用サンプルとした。標
品のアミノ酸も同様に調製し ,  調製した各 FDLA 誘導体について逆相の HPLC-MS 分析に
付した。  
 
逆相 HPLC-MS 分析条件を以下に示す。  
 
Curtain Gass  25 
Collision Energy  10.0 
Ion Spray Vortage Heating  5500 
Temperature  550 
Ion Source Gass1  50 
Ion Source Gass2  70 
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p-bromobenzate 誘導体の合成  
標品の DL- または  L-phenyllactic acid (それぞれ ,  10.5 または  5.6 mg)と ,  pyridine (それぞ
れ ,  39.1 または or 20.6 mg), 4-dimethylaminopyridine (DMAP, それぞれ 2.0 または  1.0 mg)
を乾燥した CH2Cl2 に加えた。ここに ,  2-bromo-benzoyl chloride (それぞれ ,  19.7 または  9.9 
mg)の CH2Cl2 溶液をゆっくり加え ,  室温で 2 時間撹拌しながら反応させた。この反応液を
1M HCl 溶液 ,  15% NaHCO3 溶液の順で洗浄し ,  得られた有機層を濃縮後に逆相 HPLC で精
製し ,  DL- または  L-phenyllactic acid  の p-bromobenzate 誘導体を得た。Sameuramide A の加
水分解物についても ,  同様の操作を行い , phenyllactic acid の p-bromobenzoate 誘導体を得た。 
 
p-bromobenzate 誘導体のキラルカラム分析  
上記で得られたそれぞれの p-bromobenzate 誘導体について ,  キラル HPLC [column, 
CHIRAL ART Cellulose-SB (4.6 × 250 mm); solvent,  40% MeCN + 0.05% trifluoroacetic acid;  
flow rate,  0.42 mL/min;  detection by UV absorption at 254 nm]を用いて分析を行った。ESIMS 
(positive ion mode)により ,  誘導体ピークの確認を行った。   
 
マウス ES 細胞の維持培養  
マウス ES 細胞  (CiRa 京都大学より提供 , CCE strain)は ,  ゼラチンコートしたディッシュ
上もしくは ,  mitomycin C 処理した mouse embryonic  fibroblasts (MEFs, Kitayama Labs, nagano, 
Japan)上で ,  以下の培地条件により培養した。  
 
培地条件  
KnockOut Dulbecco's Modified Eagle Medium (Thermo Fisher Scientific)  
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15% FBS (Biowest)  
1 × non-essential amino acids  (Thermo Fisher Scientific)  
0.1mM 2-mercaptoethanol (Thermo Fisher Scientific)  
2mM L-glutamine (Wako Pure Chemical Co.)  
1mM sodium pyruvate (Wako Pure Chemical Co.)  
1% penicillin-streptomycin (Wako Pure Chemical Co.)  
1,000 U/mL LIF (ESGRO, Merck Millipore).  
 
コロニー形成スクリーニング  
各ウェルには ,  上記の維持培養条件から LIF を除いた培地 200 μL を 0.1% ゼラチンコー
トした 96-well plate のそれぞれのウェルに加え ,  各ウェルに mES 細胞  (400 cells/well)を播
種し ,  ここにいサンプル (終濃度 5000, 500, 50, 5 ng/mL)を加え ,  37°C, 5% CO2 の条件下で培
養した。培養 4 日目に ,  顕微鏡 IX71 microscope (Olympus)によって細胞形態を観察した。  
 
細胞の多能性評価分析  (in vitro)  
MEF 細胞を除去して 4 日間培養したマウス ES 細胞に sameuramide A を加え ,  さらに 4
日間培養した。培養したマウス ES 細胞  (750 cells per well, 20 μL)は , LIF を除去した培地
を用いて ,  ハンギングドロップ法によって 3 日間培養し ,  胚様体へと分化させた。内胚葉 ,  
中胚葉 ,  外胚葉に特徴的な遺伝子マーカーに対いするプライマーを用いて ,  遺伝子発現解
析を行った。  
 
リアルタイム定量 PCR 法  (RT-qPCR) 
全ての RNA は ,  RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて単離し ,  PrimeScript II 1st stand cDNA 
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Synthesis Kit (TAKARA BIO)を用いて逆転写を行った。リアルタイム定量 PCR (qPCR)は ,   
THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を用いた。ハウスキーピング遺伝子には ,  
Gapdh を用いた。使用したプライマーを以下に示す。  
 
Klf4  Forward 5’ -CTCTTCCCCCAGGATTCCAT-3’  
 Reverse 5’-TTGCCACACCCTGCATAGT-3’  
Fgf5   Forward 5’ -GCGATCCACAGAACTGAAAA-3’  
 Reverse 5’-ACTGCTTGAACCTGGGTAGG-3’  
Sox17   Forward 5’ -GCTTCTCTGCCAAGGTCAAC-3’  
 Reverse 5’-CTCGGGGATGTAAAGGTGAA-3’  
T  Forward 5’ -CTGGGAGCTCAGTTCTTTCG-3’  
 Reverse 5’-CCCCTTCATACATCGGAGAA-3’  
Gapdh   Forward 5’ -TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC-3’  
 Reverse 5’-AATGAAGGGGTCGTTGATGG-3’  
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                             Figure 7.21. Sameuramide A の IR スペクトル  
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                  Figure 7.22. Sameuramide A の 1H NMR スペクトル (600 MHz, CD3CN) 
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                 Figure 7.23. Sameuramide A の 13C NMR スペクトル (600 MHz, CD3CN)  
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                   Figure 7.24. Sameuramide A の COSY スペクトル (600 MHz, CD3CN)  
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                   Figure 7.25. Sameuramide A の HMQC スペクトル (400 MHz, CD3CN) 
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                    Figure 7.26. Sameuramide A の HMBC スペクトル (600 MHz, CD3CN)  
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7 .4 .  第 5 章における実験項  
試薬  
R2A 培地  (Nihon  Pha rmaceu t i ca l  Co . ,  J apan )  
Agar  ( FUJ IF ILM Wako  Pure  Che mica l  Corpora t i on )  
低融点アガロース  (LONZA)  
人工海水  (Mar ine  Tech ,  J apan )  
ポリカーボネートメンブレン  (Mi l l i pore ,  I r e l and)  
防水接着剤  (Chemeda in ,  J apan)  
 
実験動物  
 海綿 Theonel la  swinhoe iは ,  2015年 8月 26日に高知県宿毛の水深 10-15  mの海底で採
集し ,  水層で飼育した。  
 
分離株の微生物種同定  
 分類学的識別は ,  16S  rRNA遺伝子長が 610  bpから 712  bpのシーケンス配列を用いて
解析を行った。コロニーの一部を鋳型として P CR増幅産物を作成した。 16S  rRNA遺
伝子はユニバーサルプライマー  ( 27F :  5 ’ -AGAGT TT GATCCT GGCT CAG -3 ’ ,  1492R :  
5 ’ -GGT TACCTT GTTACGACT T-3 ’ ,  Toyobo ,  J apan)と KOD FX Neo  sys t emを用いて行っ
た。 PCR産物は ,  f a s t  gene  pur i f i ca t i on  k i t  (Nippon Gene t i c s ,  Japan)を用いて精製した。
精製 PCR産物の塩基配列は蛍光ダイターミネーター法を用いて微生物同定サービス  
(Taka ra  b io ,  J apan )で決定した。得られた塩基配列は ,  GenBankデータベースのものと
比較し ,  MEGAプログラム  (MEGA sof tware ,  Tempe ,  USA)を用いて近縁種を決定した。
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これらの結果を ,  Tab l e  7 .1および 7 .2に示す。  
 
DNA抽出と I l luminaシークエンシング  
 宿主海綿中の微生物指標分子を用いて ,  培養された微生物の多様性を比較するた
めに ,  16S  rRNA遺伝子に基づいた 16Sアンプリコンシークエンシングを行った。海綿
を実験室に移した後 ,  海綿を DNAが含まれない純水で 3回洗浄し ,  ホモジナイズした。
ホモジナイズした組織由来のゲノム DNAを ,  DNAキットを用いてガイドラインに従
って抽出した。抽出したゲノム DNAを以下のようにプライマーを用いて増幅した。
アンプリコンフォワードプライマーおよびアンプリコンリバースプライマーを Hif i  
ho t  s t a r t  r eady mix  PCR (Kapa  Biosys tems ,  US A)を用いて増幅し ,  そして f a s t  gene  
pur i f i ca t i o n  k i t  (Nippon  gene t i c s ,  J apan)を用いて精製した。 DNAシーケンシングは ,  
I l l u mina  Miseq  Sys t em ( I l l u mina ,  USA)を用いて北海道システム・サイセンス株式会社
により実施した。それぞれのシーケンスデータを QIIME so f tware 1 0 2を用いて系統解析
を行った。  
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Tab le  7 .1 .  従来培養法分離株の系統解析結果   
Taxonomic  g roup Iso la te  #  Closeast  spec ies  S imi la r i t y  Number  of  iso la tes  
Bactero idetes  S1 Aquimar ina a t lan t ica  99  1  
 S2 Mar ibac ter  dokdonens is  99  1  
 S3 Mesof lav ibac ter  sabu l i l i t o r is  100 6  
 S4 Tenac ibacu lum amylo ly t icum  96  1  
A lphapro teobacter ia  S5 Loktane l la  mar i t ima  99  4  
 S6 Phaeobacter  arc t icus   100 5  
 S7 Pseudov ibr io  den i t r i f i cans  99 ,  100  9  
 S8 Rueger ia  a t lan t ica  99 ,  100  9  
 S9 Shimia  mar ina  99 ,  100  6  
 S10 Sphingopyx is  mar ina  99  3  
Gammaproteobacter ia  S11 Alg ico la  bac ter io ly t i ca  100 5  
 S12 Pseudoa l te romonas rubra   100 7  
 
S13 Vibr io  panu l i r i  100 3  
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Tab le  7 .2 .  D i f fus ion  chamber 法分離株の系統解析結果   
Ac t inobacter ia  DC1 St reptomyces angustmycet icus  100 1  
 
DC2 St reptomyces c lavu l igerus  99  2  
 
DC3 St reptomyces ga lbus  100 1  
 
DC4 St reptomyces pu lveraceus  100 1  
 
DC5 St reptomyces sang l ie r i  100 2  
Bactero idetes  DC6 Mar in i f i lum f lexuosum  94  5  
F i rm icutes  DC7 Bac i l lus  cereus  100 2  
 
DC8 Bac i l lus  hunanens is  100 1  
 
DC9 Bac i l lus  lehens is  100 1  
 
DC10  Bac i l lus  thermophi lus  99  1  
 
DC11  Lys in ibac i l l us  sphaer icus  100 1  
 
DC12  Paenibac i l l us  harenae  98  1  
A lphapro teobacter ia  DC13  Le is ingera  aqu imar ina  98  1  
 
DC14  Pelag ico la  l i to ra l is  98  1  
 
DC15  Pelag imonas var ians  99  3  
 
DC16  Phaeobacter  arc t icus  99  1  
 
DC17  Phaeobacter  daeponens is  99  1  
 
DC18  Phaeobacter  ga l laec iens is  97  1  
 
DC19  Roseovar ius  aes tuar i i  99  1  
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DC20  Roseovar ius  sed imin i l i to r is  99  1  
 
DC21  Rueger ia  a t lan t ica  99  2  
 
DC22  Rueger ia  conchae  99  1  
 
DC23  Shimia  mar ina  97  1  
 
DC24  Sphingomonas melon is  98  1  
 
DC25  Sul f i tobac ter  pac i f icus  100 1  
 
DC26  Thalassob ius  aes tuar i i  97  1  
 
DC27  Trop ic ibac ter  phtha l ic icus  96  1  
 
DC28  Vadice l la  arenos i  97  1  
Eps i lonpro teobacte r ia  DC29  Arcobacter  n i t rof ig i l i s  95  5  
Gammaproteobacter ia  DC30  Agar ivorans  a lbus  99 ,  100  4  
 
DC31  Amphr i tea  a t lan t ica  89 ,  90 3  
 
DC32  Amphr i tea  japon ica  96  1  
 
DC33  Kangie l la  spong ico la  90  2  
 
DC34  Pseudoa l te romonas l ipo ly t ica  99  1  
 
DC35  Pseudoa l te romonas te t raodon is  99  1  
 
DC36  Vibr io  bras i l iens is  100 2  
 
DC37  Vibr io  medi te r rane i  100 1  
 
DC38  Vibr io  pont icus  95  2  
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